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O álcool combustível tem adquirido importância nos últimos anos 
devido ao futuro esgotamento das reservas de combustíveis fósseis, bem 
como o impacto ambiental pela emissão de poluentes que estes 
combustíveis fósseis apresentam. Uma atrativa fonte de matéria prima 
para a obtenção de etanol é a biomassa lignocelulósica, composta de 
lignina, celulose e hemicelulose, sendo que estes dois últimos polímeros 
podem ser utilizados nos processos fermentativos para a produção de 
álcool combustível. Embora a levedura industrial Saccharomyces 
cerevisiae fermente eficientemente hexoses, esta levedura é incapaz de 
fermentar pentoses como a xilose, o principal açúcar presente nos 
hidrolisados de hemicelulose. A enzima xilose redutase (XR) é o 
primeiro passo no metabolismo da xilose, uma enzima NAD(P)H-
dependente que reduz xilose a xilitol, mas o desbalanço causado pela 
xilitol desidrogenase dependente de NAD+ (a segunda enzima do 
metabolismo da xilose) pode levar ao acúmulo de xilitol. Então, a 
seleção de XRs com alta atividade enzimática e afinidade pelos dois 
cofatores é importante para o aumento da produtividade de etanol a 
partir da xilose. No presente trabalho foram clonados genes que 
codificam para possíveis XRs de duas leveduras do gênero Spathaspora 
(S. passalidarum e S. arborariae), e também foi clonada uma xilitol 
desidrogenase de S. passalidarum, ambas leveduras naturalmente 
fermentadoras de xilose. Estes genes foram expressos em uma linhagem 
de S. cerevisiae para avaliar a funcionalidade das enzimas. Nossos 
resultados mostraram que um gene anotado no genoma de S. arborariae 
(também presente em S. passalidarum) como XR, não exibiram 
atividade com este açúcar, e provavelmente trata-se de aldo-ceto 
redutases com especificidades desconhecidas. Outro gene foi 
amplificado de S. arborariae e S. passalidarum, e quando expressos em 
S. cerevisiae, o gene de S. arborariae apresentou atividade XR com 
ambos os cofatores (NADH e NADPH), enquanto que o gene obtido de 
S. passalidarum só exibiu atividade de XR dependente de NADPH. A 
atividade da xilitol desidrogenase clonada de S. passalidarum, quando 
expressa em S. cerevisiae, mostrou uma enzima completamente 
dependente de NAD+. Linhagens de S. cerevisiae recombinantes, 
expressando as diferentes enzimas do metabolismo da xilose clonadas 
no presente trabalho, foram capazes de crescer e consumir xilose, porém 
com baixa produção de etanol, e significativa produção de xilitol. Isto 
provavelmente se deve a baixa atividade da enzima xilitol desidrogenase 
nas linhagens recombinantes. De fato, mesmo nas fermentações de 
xilose em batelada, as células recombinantes produziram mais xilitol do 
que etanol. Finalmente, durante co-fermentações de xilose/glicose, as 
leveduras recombinantes produziram mais xilitol e acetato do que etanol 
a partir da xilose, indicando que provavelmente o desbalanço de 
cofatores ainda esta determinando o destino dos carbonos provenientes 
da xilose. Portanto, nossos resultados indicam a presença de diferentes 
xiloses redutases no genoma das leveduras Spathaspora, que poderão 
contribuir para otimizar a produção de etanol de segunda geração. 
 
 





The production of fuel álcohol has become importante in recente years 
due to the future depletion of fóssil fuels stocks and the environmental 
impact of pollutant emissions. An attractive source of raw material for 
etanol production is the lignocellulosic biomass, composed of lignina, 
celulose and hemicellulose. The sugar cane bagasse is an interesting 
source of celulose and hemicelulose, that can be used in the fermentative 
process for fuel alcohol production. Although the industrial yeast 
Saccharomyces cerevisiae efficiently ferments hexoses, this yeast is 
unable to ferment pentoses such as xylose present in hemicellulose 
hydrolysates. The enzyme xylose reductase (XR) is the first step in 
xylose metabolism, a NAD(P)H-dependent enzyme that reduces xylose 
to xylitol, but cofactor imbalance with the NAD+-dependent xylitol 
dehydrogenase (the second enzyme in xylose metabolism) can lead to 
xylitol accumulation. Thus, screening for XR with high catalytic 
efficiency and dual cofactor affinity is important for increasing the 
ethanol productivity from xylose. This work, we have cloned xylose 
reductases from strains of Spathaspora (S. passalidarum and S. 
arborariae) and cloned xylitol dehydrogenase from Spathaspora 
passalidarum, which are natural xylose fermenting yeast. These genes 
were expressed in the S. cerevisiae strain CENPK2-1C to avaliate the 
enzymes functionality. Our results showed that a gene annotated in the 
S. arborariae genome (present in S. passalidarum) as xylose reductase 
does not have activity with this sugar, and probably is a putative aldo-
keto reductase of unknown specificity. Another gene was amplified 
from S. arborariae and S. passalidarum, and when these genes were 
expressed in S. cerevisiae a xylose reductase enzymatic activity with 
both NADH and NADPH were observed with the S. arborariae gene, 
but in the case of the S. passalidarum gene we obtained a NADPH-
dependent xylose reductase activity. The activity of xylitol 
dehydrogenase expressed in S. cerevisiae was completely NAD+-
dependent. S. cerevisiae recombinants, enconding the different enzymes 
of xylose metabolismo, was able to grow on xylose with a xylose 
comsumption, low yield of ethanol and significative xylitol production. 
It presumably due the low expression of xylitol dehydrogenase and 
incresing XR/XDH ration activity. Indeed, in xylose batch fermentation 
the recombinant cells were able to produce more xylitol than ethanol 
and xylose/glucose batch fermentation, the recombinant cells produce 
more xylitol and acetate than ethanol from xylose, that probably 
indicating the cofactor unbalance determining the carbons from xylose 
fate.    Thus, our results indicate the presence of several different xylose 
reductases in the genome of Spathaspora yeast could be a contribution 
to optimize the second-generation ethanol.  
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 O ÁLCOOL COMBUSTÍVEL E A BIOMASSA 
LIGNOCELULÓSICA 
 
O futuro esgotamento das reservas de combustíveis fósseis não 
renováveis no mundo, o aumento do preço do petróleo e seu impacto 
negativo no meio ambiente, tem estimulado a necessidade de 
desenvolver uma alternativa de combustível renovável para a sociedade. 
A produção de álcool combustível no Brasil e no mundo tem se tornado 
de fundamental importância no cenário socioeconômico e ambiental, e 
muitos avanços tecnológicos nesse setor tem surgido com a finalidade 
de se obter um combustível ambientalmente correto e competitivo com a 
gasolina (Goldemberg, 2007; 2008; Carioca, 2010). 
 Em 2010, Brasil e Estados Unidos, os maiores produtores de 
etanol do mundo, produziram 86 bilhões de litros de etanol, 
correspondendo a 90% da produção mundial. No Brasil, a produção de 
etanol total foi de 23,64 bilhões de litros de etanol a partir de 588,92 
milhões de toneladas cana de açúcar cultivada em ~ 8,5 mil hectares na 
safra de 2012/13. Na safra de 2014/15 a produção de etanol no país 
consolidou-se em 28,66 bilhões de litros e 30,5 bilhões de litros para a 
safra de 2015/16, um aumento de 1,84 bilhões de litros, ou 6,1 % em 
relação ao ano anterior (CONAB, 2013; CONAB, 2015; CONAB, 2016, 
Buijs et al. 2013).   
O suco da cana de açúcar pode ser diretamente fermentado para a 
produção de etanol, ou ser usado na produção de açúcar, dependendo de 
qual produto apresenta preço mais favorável.  A partir de cada tonelada 
de cana de açúcar produzida é gerado entre 270-280 Kg de bagaço de 
cana de açúcar e como conseqüência, ~186 milhões de toneladas de 
bagaço serão produzidos anualmente, e embora parte deste bagaço seja 
utilizado na geração de energia e eletricidade para a própria usina, 
grande parte dele acaba não sendo utilizado (CONAB, 2016; Soccol et 
al., 2010, Stambuk et al., 2008). O desenvolvimento dessa tecnologia a 
partir do bagaço da cana no Brasil é favorecido pelo fato do processo de 
produção poder ser incorporado às unidades produtoras de 
açúcar/etanol, exigindo menores investimentos de infra-estrutura e 
logística (Soccol et al., 2010).  
Além do bagaço de cana de açúcar gerado no cultivo brasileiro, a 
cada ano uma enorme quantidade de material vegetal não comestível, 
incluindo palhas de milho e trigo, restos de madeira, etc. são produzidos 
e geralmente descartados no ambiente. A transformação desses resíduos 
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agrícolas que não serão utilizados para a alimentação, em etanol de 
segunda geração, tem se mostrado bastante atrativa (Sanderson, 2011). 
Ao considerar o balanço de massa da cana de açúcar, é possível perceber 
que a lignocelulose poderia gerar 50% de etanol a mais em relação a 
produção atualmente obtida de álcool combustível (Stambuk et al., 
2008). Segundo Zhang (2008), um bilhão de toneladas de biomassa seca 
produziria entre 80-130 bilhões de galões de etanol celulósico. 
A biomassa lignocelulosica é o maior componente estrutural de 
plantas lenhosas e não lenhosas, e representa a maior fonte de matéria 
orgânica renovável. As propriedades químicas dos componentes dessa 
biomassa fazem dela um substrato de alto valor biotecnológico e 
enormes quantidades de resíduos de lignocelulose são gerados através 
de práticas florestais e de agricultura, indústrias de papéis, madeira e 
muitas outras agro-indústrias (Howard et al. 2003). A lignocelulose 
consiste de três principais componentes: celulose, hemicelulose e lignina 
(Figura 1A). A celulose, o maior constituinte das plantas e a mais 
abundante molécula do planeta, é um polímero linear de glicose, 
conectadas por ligações β-1,4-glicosídicas. A hemicelulose, o segundo 
maior componente da biomassa lignocelulósica, é um polímero 
heterogêneo de pentoses (incluindo xilose e arabinose) e hexoses 
(principalmente manoses e pouca glicose e galactose). A composição da 
hemicelulose é muito variável na natureza e depende da planta 
analisada. A lignina, o terceiro maior polímero heterogêneo da 
lignocelulose, contém três álcoois aromáticos e atua como uma barreira 
física por ligar-se tanto a hemicelulose quanto a celulose (Anderson & 
Akin, 2008; Dashtban et al., 2009). 
A biomassa presente no bagaço da cana, herbáceos e madeira em 
geral consiste de 40-55% de celulose, 25-50% de hemicelulose e 19-
40% de lignina. Enquanto a celulose e hemicelulose podem ser usadas 
em larga escala para a obtenção de biocombustíveis, a lignina pode ser 
usada em outros processos biotecnológicos, ou até ser queimada para a 
produção de calor e eletricidade. A hidrólise da biomassa 
lignocelulósica geralmente envolve um pré-tratamento (mecânico, 
térmico e/ou químico), onde a estrutura da biomassa é afrouxada de 
forma a liberar as longas cadeias de polissacarídeos (Figura 1B e C), e a 
hidrólise subseqüente destes polissacarídeos por métodos químicos ou 
enzimáticos, sendo estes últimos os preferidos por não produzirem 
compostos tóxicos que inibem a fermentação, evitam corrosão de 
equipamentos, além de não exigirem uma posterior etapa de 
neutralização (Galbe & Zacchi, 2007; Kumar et al., 2008; Dashtban et 




Figura 1. Estrutura e pré-tratamento da biomassa lignocelulósica. (A) 
Estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulósica. (B) Alterações estruturais 
do complexo celulose-hemicelulose-lignina provocadas pelo pré-tratamento. (C) 
Representação esquemática dos pré-tratamentos: (1) explosão a vapor, (2) ácido 
e (3) AFEX (amônia líquida). Modificado de Santos et al. (2012). 
 
Ao considerar a hidrólise enzimática, a celulose é degradada pela 
ação sinérgica de três enzimas do complexo celulase: as endoglucanases, 
as exoglucanases e as β-glicosidases. As endoglucanases iniciam um 
ataque randômico em múltiplos locais internos de regiões amorfas da 
fibra celulósica, produzindo celodextrinas e portanto, abrindo locais para 
o subsequente ataque pelas celobiohidrolases. Estas enzimas, também 
chamadas de exoglucanases, são o maior componente do sistema de 
celulases fúngicas e podem também eventualmente hidrolisar estruturas 
cristalinas. As celobiohidrolases removem mono (glicose) e dímeros 
(celobiose) do final da cadeia de celulose e celodextrinas. Geralmente, 
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as endoglucanases e celobiohidrolases trabalham sinérgicamente na 
hidrólise da celulose, mas são fortemente inibidas pelos produtos de 
degradação, glicose e celobiose (Howard et al., 2003; Bezerra & Dias, 
2005). As β-glicosidases, por sua vez, quebram a celobiose gerando 
glicose, porém também são inibidas pelo seu produto (Bansal et al., 
2009). Enquanto as duas primeiras enzimas são encontradas em fungos 
celulolíticos, a β-glicosidase também pode ser encontrada em leveduras. 
O mais relevante e abundante componente da hemicelulose, as 
xilanas (polímeros de xilose, vide Figura 2), são o principal componente 
das paredes celulares secundárias constintuindo 20-30% da biomassa de 
plantas lenhosas e herbáceas, e em alguns tecidos de gramas e cereais 




Figura 2. Representação esquemática da hemicelulose. Modificado de Santos 
et al. (2012). 
 
Diferentes enzimas são necessárias para hidrolisar as 
hemiceluloses, devido a sua heterogeneidade. Xilanases são capazes de 
hidrolisar ligações β-1,4 das xilanas e produzir oligômeros menores, os 
quais poderão ser hidrolizados a xilose pelas β-xilosidases (Dashtban et 
al. 2009), liberando resíduos de β-D-xilopiranosídeo a partir de 
terminações não redutoras. Fungos filamentosos são interessantes 
produtores de xilanases uma vez que estes excretam as enzimas no meio 
em quantidades muito maiores quando comparadas com leveduras e 
bactérias (revisto por Gírio et al. 2010). Glicosídeo Hidrolases (GH) são 
uma família de proteínas que catalisam a hidrólise de ligações 
glicosídicas entre dois resíduos de carboidratos, dos quais muitos 
membros da sub-família GH-43, são β-xilosidades, sendo estas enzimas 
encontradas em bactérias, fungos filamentoses e plantas (Barker et al., 
2010). Lara et al (2014) demonstrou que novos isolados de levedura 
como Candida tropicalis, Scheffersomyces shehatae (antigamente 
denominada Candida shehatae), Sugiyamaella smithiae possuem 
atividades de xilanases e β-xilosidades. A levedura Scheffersomyces 
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stipitis (antigamente denominada Pichia stipitis) também possui 
atividade β-xilanase, além de outras enzimas que atuam em xilanas, e 
foram identificadas através do sequênciamento do seu genoma (revisto 
por Jeffries et al., 2009).  
 
1.2 LEVEDURAS FERMENTADORAS DE XILOSE 
 
Para produzir etanol a partir da matéria lignocelulósica 
economicamente, é essencial ter um biocatalisador capaz de fermentar 
hexoses e pentoses sob as condições adversas do ambiente industrial. A 
levedura S. cerevisiae, utilizada com sucesso na produção industrial de 
etanol a partir da cana de açúcar e melaço no Brasil, é capaz de 
fermentar hexoses rápida e eficientemente, exibe alta tolerância ao 
etanol e tolerância a inibidores e ao baixo pH encontrado nos tanques de 
fermentação. Entretanto, S. cerevisiae é incapaz de fermentar celobiose 
e pentoses como a xilose, que estão presentes em grandes quantidades 
em hidrolisados da biomassa lignocelulósica (Harner et al., 2015; Cai, et 
al., 2012). 
A habilidade de leveduras em fermentar xilose tem sido descrita 
desde os anos 80. Em 1983, du Preez e colaboradores descreveram S. 
shehatae como uma levedura fermentadora de xilose. Desde então, os 
organismos mais estudados tem sido Pachysolen tannophilus, S. 
shehatae, Candida tropicalis, e principalmente S. stipitis. Muitas 
espécies tem a capacidade de metabolizar xilose, mas somente ~1% são 
capazes de fermentar este açúcar (Jeffries et al., 1994; Hahn-Hagërdal et 
al. 2007; Toivola et al. 1984; Bolen and Detroy, 1985). 
Nos últimos anos foram descritas novas espécies do clado 
Spathaspora, como Spathaspora passalidarum, Spathaspora 
arborariae, Spathaspora allomyrinae, Spathaspora brasiliensis, 
Spathaspora suhii, Spathaspora roraimanensis, Spathaspora 
xylofermentans, que são capazes de produzir etanol a partir de xilose 
(Nguyen, et al, 2006; Cadete et al, 2009; Cadete et al. 2013; Wang et al., 
2016). As espécies Candida insectamans, Candida jeffriesii, Candida 
lyxosophila, Candida materiae e Candida subhashii também pertencem 
ao clado Spathaspora e também estão associadas a substratos de madeira 
e insetos (Barbosa et al. 2009; Lachance et al. 2011; Nguyen et al. 
2011). Dentre estas, destacam-se as espécies Spathaspora passalidarum, 
uma levedura isolada do intestino de besouros presentes em madeira 
(Nguyen, et al. 2006) e S. arborariae, uma levedura isolada a partir de 
madeira em decomposição em duas diferentes localidades do Brasil 
(Cadete et al., 2009). Estas leveduras, pertencentes ao clado CTG, são 
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rotineiramente considerados produtores de enzimas industrias para 
setores como o do bioetanol. Este clado corresponde a um restrito grupo 
de ascomicetos, neste grupo, o códon universal para o aminoácido 
leucina é traduzido para o aminoácido serina (Papon et al. 2014). 
Recentemente foi demonstrado que a levedura fermentadora de xilose S. 
arborariae também é tolerante a inibidores decorrentes do pré-
tratamento da biomassa lignocelulósica, como o furfural e 
hidroximetilfurfural (da Cunha-Pereira et al., 2011).  
Resultados de rendimento de fermentação (Ye/s, g etanol/g 
açúcar) obtidos por diferentes leveduras quando utilizaram glicose ou 
xilose como fonte de carbono para o crescimento, revelou que as 
leveduras do clado Spathaspora, não só apresentam bons rendimentos 
como apresentam melhor produção de etanol a partir de xilose, em 
relação a glicose, com destaque para as linhagens analisadas de S. 
passalidarum que apresentou melhores rendimentos de etanol a partir de 
xilose (Mouro, 2012) (Figura 3). 
 
Figura 3. Rendimento fermentativo de etanol a partir de xilose e 
glicose das leveduras isoladas da biodiversidade brasileira. (Mouro, 
2012) 
 
Linhagens destas duas leveduras do gênero Spathaspora (S. 
arborariae e S. passalidarum) tem se mostrado eficientes fermentadoras 
de glicose e xilose, com rápido consumo de ambos os açúcares (Mouro, 
2012), sendo que as leveduras da espécie Spathaspora passalidarum, 
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além de consumirem simultaneamente hexoses e pentoses, também são 
capazes de consumir celobiose. A habilidade de fermentar xilose mais 
rápido que glicose e simultaneamente cometabolizar glicose, xilose e 
celobiose, tem se mostrado uma propriedade desta levedura sem 
precedentes (Longe t al, 2012; Jeffries et al, 2013). 
  
 
1.3 TRANSPORTE E METABOLIZAÇÃO DE XILOSE  
 
Como qualquer outro açúcar, a captação de pentoses pelas 
células exige proteínas transportadoras de membrana, e este é 
considerado um fator limitante para a fermentação de pentoses de 
maneira geral. Nas leveduras utilizadoras de xilose o transporte de 
xilose ocorre por um mecanismo de difusão facilitada, no qual o 
gradiente do açúcar é a única força direcionadora, ou através de um 
sistema de transporte ativo, usualmente por co-transporte (simporte) 
H+-açúcar. O sistema de transporte de difusão facilitada é usualmente 
um transporte de baixa afinidade, enquanto que o componente de alta 
afinidade são os simportes de prótons que usam a força próton motriz 
para transportar ativamente o açúcar para dentro das células. Estes 
diferentes sistemas de transporte são fortemente regulados pela 
concentração de substrato extracelular. Naturalmente em leveduras 
fermentadoras de xilose, é comum que diferentes sistemas de transportes 
sejam usados em diferentes condições (Kilian et al., 1993; Hahn-
Hagerdal et al., 2007; Leandro et al., 2009; revisto por Stambuk et al., 
2008). 
A xilose é também transportada por transportadores de hexoses 
de alta e intermediária afinidade em S. cerevisiae. O sistema de 
transporte de difusão facilitada é baseado em um grande número de 
permeases, sendo estes 18 na levedura S. cerevisiae, denominada 
transportadores HXT1-HXT17 e GAL2. Entretanto, a afinidade de 
transportadores de hexose para xilose é de uma a duas ordens de 
grandeza menor do que a afinidade por glicose, sendo que a competição 
com a glicose restringe fortemente a assimilação de xilose (Saloheimo et 
al., 2007, Kotter et al., 1993; Hahn-Hagerdal et al., 2007).  
Os genes que codificam os transportadores de hexoses HXT tem 
sido individualmente sobre-expressos em S. cerevisiae com diferentes 
backgrounds e estes estudos mostram que os transportadores HXT1, 
HXT2 e HXT7 são os transportadores mais envolvidos com o consumo 
da xilose, embora HXT7 mostra uma clara preferência para glicose 
(Gonçalves et al. 2014; Tanino et al 2012). Por outro lado, Hamacher et 
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al. (2002) mostrou também que dos 18 transportadores de hexoses, os 
transportadores HXT4, HXT5, HXT7 e GAL2 estão mais envolvidos com 
o transporte da xilose, ou seja, são capazes de transportar a xilose em 
quantidades mais significativas, embora nesse estudo o transportador 
HXT2 não tenha sido avaliado. 
As leveduras das espécies S. stiptis e S. shehatae possuem os 
dois sistemas de transportes (simporte de prótons e difusão facilitada), 
sendo que a S. stipits é capaz de transportar xilose melhor que S. 
shehatae, mas o transporte de glicose mostra ser melhor que xilose para 
ambas as leveduras (revisto por Hahn-Hägerdal et al. 1994). A levedura 
S. stiptis apresenta em seu genoma possíveis genes candidatos a 
transportadores de xilose (revisto por Jojima et al., 2010), e nos últimos 
anos muitos transportadores de xilose têm sido expressos em S. 
cerevisiae mostrando significativas melhoras no seu desempenho 
fermentativo, como os tranportadores SUT1, XUT1, HXT2.6, QUP2 e 
XUT3 de S. stiptis, At5g59250 e At5g17101 de Arabidopsis thaliana, 
DEHA0DO2167 e XylHP de Debaryomyces hansenii (Young et al, 
2011; Sales et al., 2015), XUT4, XUT5, XUT6, XUT7, RGT2 e SUT4 de 
S. stiptis (Moon et al., 2013), An25 de Neurospora crassa (Du et al, 
2010), SUT1 de S. passalidarum (Sales, 2015) e os genes GXS1 e GXF1 
de Candida intermédia (Leandro et al. 2009). A levedura Spathaspora 
arborariae fermenta eficientemente a xilose por apresentar um sistema 
de co-transporte de H+-xilose de alta capacidade, o que deve contribuir 
para a sua performance fermentativa já que o transporte é considerado o 
fator limitante no metabolismo da xilose. A linhagem de S. arborariae 
difere destas leveduras por possuir um transporte ativo de xilose com 
relativa baixa afinidade pelo substrato, quando comparado ao transporte 
ativo de glicose pelas mesmas células (Mouro, 2012). 
Com base nos dados de que a levedura S. passalidarum exibe 
consumo simultâneo de glicose e xilose sob condições aeróbicas, 
enquanto que sob condições anaeróbicas ocorre consumo seqüencial de 
glicose e xilose, foi sugerido que esta levedura possivelmente apresente 
dois diferentes sistemas de transporte, o simporte de prótons em 
aerobiose e a difusão facilitada em anaerobiose (Hou, 2012). O mesmo 
padrão foi observado na levedura K. marxianus, visto que esta levedura 
somente apresentou transporte ativo de alta afinidade em condições 
aeróbicas, enquanto que em condições microeróbicas a xilose foi 
captada por um sistema de transporte de difusão facilitada com baixa 
afinidade (Stambuk et al., 2003). 
As leveduras fermentadoras de xilose permitiram também 
estudar e caracterizar as enzimas e genes necessários à metabolização 
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deste açúcar. Em leveduras, fungos filamentosos e outros eucariontes, a 
metabolização da xilose procede através de dois passos de redução e 
oxidação (Figura 4), os quais são mediados pela xilose redutase (XR) e 
xilitol desidrogenase (XDH), transformando a xilose em xilitol e 
posteriormente em xilulose. Assim a xilose entra para a via da pentose 
fosfato (PPP) através da xilulose, que pela xilulocinase (XK) é 
fosforilada a xilulose-5P. A PPP é considerada como tendo duas fases. 
A fase oxidativa converte a hexose, glicose-6P, para a pentose ribulose-
5P, produzindo CO2 e NADPH. A fase não oxidativa converte ribulose-
5P em ribose-5P, xilulose-5P, sedoheptulose 7P e eritrose 4P, que 
finalmente através da frutose-6P e gliceraldeído-3P, retornam os 
carbonos para a glicólise, permitindo a posterior fermentação do açúcar 
até etanol. 
As leveduras fermentadoras de xilose, entretanto, não 
demonstram o mesmo desempenho fermentativo do que a levedura S. 
cerevisiae em condições industriais, pois a utilização em larga escala 
destas leveduras é dificultada pela sua baixa tolerância ao etanol, ao 
baixo pH e aos inibidores de hidrolisados, exigindo condições 
microaeróbicas (revisto por Steensels et al., 2014). Enquanto S. 
cerevisiae naturalmente é capaz de fermentar xilulose, embora na ordem 
de 10 vezes menos quando comparado com a glicose e possui genes para 
a utilização de xilose, que codificam às enzimas xilose redutase e xilitol 
desidrogenase, estes são expressos em baixos níveis, não suportando o 
crescimento em xilose (revisto por Hahn-Hagerdal et al. 2007).  
 
Figura 4. Fermentação de xilose por leveduras. O esquema mostra as duas 
possíveis vias pelas quais a xilose pode ser convertida a xilulose, e assim ser 




A enzima xilose redutase de algumas leveduras exibe uma 
estrita dependência pelo cofator NADPH, liberando NADP+, enquanto 
outras podem ter atividade tanto com NADPH como de NADH, 
liberando tanto NADP+ ou NAD+, respectivamente (Jeffries, 1990; 
revisto por Lee, 1998). Em seguida, e enzima xilitol desidrogenase, 
utiliza como substrato estritamente NAD+, liberando NADH. Esta estrita 
especificidade da enzima xilitol desidrogenase é um fator limitante na 
fermentação da xilose, pois causa um desbalanço de cofatores, 
resultando em um acúmulo de xilitol (Rizzi, et al., 1989), além da 
formação de glicerol, pela glicerol-3-fosfato desidrogenase, uma vez que 
o NADH produzido não pode ser reoxidado suficientemente pela cadeia 
respiratória, sob condições limitadas de oxigênio, prejudicando a 
produção de etanol, (Matsushika et al, 2009; Ansel et al., 1997). Embora 
a enzima XR tenha como substrato a xilose, açúcares como ribose, 
galactose, arabinose e glicose também podem ser utilizados como 
substrato, porém com menor eficiência (Zhang et al.,2009; Wang et al., 
2007; Lee, 1998; Lee et al., 2003). Da mesma forma, vários estudos 
demostram que a enzima xilitol desidrogenase é capaz de utilizar como 
substrato outros polióis além do xilitol, como sorbitol e manitol (Lulu et 
al., 2013; Biswas et al., 2013; Person et al., 1993).    
Sob condições anaeróbicas, as diferentes coenzimas utilizadas 
pela xilose redutase e xilitol desidrogenase causam um desbalanço de 
cofatores ainda maior, que resulta em um acúmulo considerável de 
xilitol como bioproduto, pois enquanto NADP+ não pode ser reduzido 
pela fase oxidativa da via das pentoses fosfatos e o NADH não pode ser 
oxidado na ausência de oxigênio pela cadeia respiratória, reduzindo a 
produção de etanol e aumentando a produção de xilitol. Para contornar 
este problema, acaba sendo necessário um ambiente em condições 
limitadas de oxigênio, inviabilizando seu uso em fermentações 
industriais de grande porte, principalmente durante a fermentação de 
matéria seca de lignocelulose, uma vez que a introdução de ar neste 
meio acaba sendo desigual. O uso da enzima xilose redutase, que tenha 
atividade com ambos os cofatores (NADPH ou NADH), também pode 
aliviar o desbalanço de cofatores e permitir a produção de etanol em 
condições anaeróbicas (Jeffries, 2006; Hahn-Hängerdal et al. 1994; Hou, 
2012; Santos et al., 2012). 
A enzima xilose redutase codificada pelo gene XYL1 da 
levedura Candida parapsilosis é a primeira xilose redutase relatada com 
preferência pelo NADH (Km 3,3 µMNADH e Km 36,5 µMNADPH) (Lee et 
al., 2003). O gene XYL1 possui em sua sequência uma arginina no lugar 
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da lisina no motivo Ile-Pro-Lys-Ser, que é conservado entre as xiloses 
redutases dependentes de NADPH, sendo esta considerada uma das 
causas pela preferência por NADH por parte da enzima xilose redutase 
de C. parapsilopsis (Lee, 1998; Lee et al., 2003). Alguns trabalhos, 
como os de Bengtsson et al. (2009) e Weyda et al. (2014) mostraram 
que por técnica de mutagênese sítio dirigida, a substituição da lisina pela 
arginina nos mutantes K270R da xilose redutase da S. stiptis e do fungo 
filamentoso Arpergillus carbonarius, mimetizando a xilose redutase da 
levedura C. parapsilosis, proporcionou uma maior utilização do cofator 
NADH e com isso maior consumo de xilose e maior produção de etanol 
(além de menor produção de glicerol) em S. stipitis, e maior produção de 
ácido cítrico em A. carbonarius.  
Hou (2012) mostrou que a levedura S. passalidarum exibiu uma 
xilose redutase com afinidade maior para NADH, além de converter 
xilose a etanol, em condições anaeróbicas, com muito mais eficiência 
que a S. stiptis (acima de 90% da produção máxima teórica), e com 
menor produção de xilitol. Esta levedura também foi capaz, em 
condições aeróbicas, de consumir simultaneamente xilose e glicose. 
Da mesma forma que xilose redutases dependentes de NADH 
contornam o problema do desbalanço de cofatores, o uso de xilitol 
desidrogenases mutantes (obtidas por mutagênese sítio dirigida) 
dependentes de NADP+ também melhora a fermentação de xilose por 
leveduras, produzindo menos xilitol (Watanabe et al., 2007; Matsushika 
et al., 2008a; 2008b; 2009a, 2009b). Outra tentativa visando a produção 
de menos xilitol, foi a sobreexpressão do gene GDP1, que codifica a 
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase dependente de NADP+ da 
levedura Kluyveromyces lactis em S. cerevisiae (Verho et al, 2003), 
como também a sobre-expressão de oxidases dependentes de NADH 
formadoras de água em S. cerevisiae, através de uma NADH oxidase 
codificada pelo gene noxE de Lactococcus latic. Esta NADH oxidase 
especificamente usa o NADH excedente, fornecendo uma rota 
alternativa para a sua oxidação, acompanhada pela formação de água, 
quando houver oxigênio disponível (Zang et al., 2012).  
Através de engenharia genética, a via de utilização de xilose 
inserindo genes que codificam a xilose redutase (XYL1) e xilitol 
desidrogenase (XYL2) de S. stipitis, e aumentando a expressão da 
xilulocinase endógena codificada pelo gene XKS1, além do incremento 
na expressão de enzimas da via da pentose fosfato (Kotter et al., 1993; 
Zha et al, 2014; Hasunuma et al., 2014; Walfridsson et al., 1995), 
permitiu desenvolver leveduras de S. cerevisiea capazes de fermentar 
esta pentose (Matsushika et al., 2009; Xiong, 2011; Eliasson et al., 2000; 
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Toivari et al., 2001).  
O nível da expressão das enzimas xilose redutase, xilitol 
desidrogenase e xilulocinase tem sido também investigado, onde a 
expressão ajustada dessas enzimas em S. cerevisiae melhora a 
fermentação de xilose a etanol. Matsushika & Sawayama (2008) 
mostraram que a alta razão de XR/XDH aumenta a produção de etanol e 
a diminuição de xilitol, quando a atividade da XK se encontra em nível 
moderado, visto que, o excesso de atividade de XK, pode levar ao 
acúmulo de xilulose-5-fosfato e a depleção de ATP na célula. Outro 
estudo também mostra o efeito no aumento da expressão de XYL1 e a 
correspondente mudança na razão XR/XDH na fermentação de xilose 
em S. cerevisiae, necessário para o rápida captação, metabolismo e 
fermentação desse açúcar (Zha et al, 2012). Entretando existem algumas 
discrepâncias em relação a razão XR/XDH, pois outros trabalhos 
mostram que a baixa razão de XR/XDH promovem a dimuição do 
acúmulo de xilitol (Eliasson et al., 2001; Walfridsson et al.,1997; Kim et 
al., 2012; Kim et al., 2013; Tamakawa et al., 2013).  
Em uma segunda via metabólica (vide Figura 3), a xilose pode 
ser isomerizada diretamente a xilulose, reação catalisada pela enzima 
xilose isomerase (XI). Esta via, que não produz xilitol, é funcional na 
maioria dos procariotos (ex. Escherichia coli, Streptomyces sp, 
Clostridium phytofermentans), em alguns fungos (ex. Piromyces, 
Orpinomyces), e plantas (ex. Hordeum vulgare, Oryza sativa e 
Arabidopsis thaliana), mas até o presente não foi descrita em leveduras 
(Madhavan et al., 2009; Maehava et al., 2013; Karhumaa et al., 2007; 
Zhou et al., 2012; Dun et al., 2012; Kristo et al., 1996; Ma et al., 2012). 
Estudos que expressaram a xilose isomerase em S. cerevisiae 
tem mostrado progresso em relação a produção de etanol e atividade da 
enzima, porém os resultados mostram que essa produtividade de etanol 
não se mostra superior aos trabalhos de clonagem e expressão de XR e 
XDH em S. cerevisiae, sobretudo demonstrando acúmulo de xilitol, 
devido a presença de uma aldose redutase não específica, em S. 
cerevisiae, codificada pelo gene GRE3, que funciona como uma xilose 
redutase dependente de NADPH, contribuindo então, para a formação 
de xilitol.  Embora a expressão da enzima xilose isomerase não deixe de 
ser uma alternativa interessante, Ma et al (2012) observou que quando 
expresso o gene YXI da bactéria C. phytofermentans em S. cerevisiae, 
houve considerável produção de xilitol que foi atribuída a catálise pela 
aldose redutase não específica, codificada pelo gene GRE3. Uma vez 
que GRE3 está envolvido na tolerância da levedura à detoxificação de 
inibidores produzidos no pré-tratamento, funcionando com uma aldose 
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redutase que também converte hidroxi-metil-furfural e furfural em 
furano-metamol e furano-di-metanol, a deleção deste gene poderia afetar 
o potencial de tolerância ao stress e a habilidade de detoxificação da 
levedura (Liu et al, 2008). Outros trabalhos mostram que a 
produtividade de etanol é muito baixa em leveduras que apresentam este 
gene (Brat et al., 2009, Tanino et al., 2010). Contudo, acaba sendo 
difícil afirmar que a via da xilose isomerase é superior a via XR-XDH 
em S. cerevisiae, uma vez que a via XR-XDH permite maior 
crescimento em condições aeróbicas e maior consumo de xilose em 
condições anaeróbicas. (Karhumma et al, 2007). 
Além das modificações nestes genes principais do metabolismo 
da xilose, outros estudos envolvendo outros genes, vêm sendo realizados 
com o objetivo de melhorar a fermentação deste açúcar. A deleção do 
gene ALD6, que codifica a enzima aldeído desidrogenase, responsável 
pela produção de acetato a partir de acetaldeído (dependente do 
substrato NADP+), melhorou o consumo de xilose e a produção de 
etanol, visto que o acetaldeído é um substrato para a produção de etanol. 
A deleção do gene ALD6 torna-se interessante, uma vez que essa via da 
enzima aldeído desidrogenase acaba sendo alimentanda pelo NADP+ 
produzido pela enzima xilose redutase.  O mesmo efeito positivo foi 
visto com a sobre-expressão do gene TAL1, que codifica para a 
transaldolase, uma enzima chave da via das pentoses fosfato (Lee et al., 
2012). Foi demonstrado que a super-expressão das 4 enzimas da via não 
oxidativa da pentose fosfato (TAL1/TKL1/RPE1/RKI1) de S. cerevisiae, 
pode melhorar a produção de etanol e diminuir a produção de xilitol 
(Xiong et al., 2013; Xiong et al., 2014). 
Muitos estudos de clonagem e expressão dessas enzimas do 
metabolismo da xilose são feitos em leveduras de laboratório e entre 
essas S. cerevisiae, a levedura de laboratório CENPK é utilizada com 
grande aceitação para estudos de engenharia metabólica (Johansson et 
al., 2001; Karhumaa et al., 2005; Konishi et al. 2015; Entian & Kotter, 
1998), além de apresentar crescimento ótimo em várias fontes de 
carbono, e esporular eficientemente (Entian & Kotter, 1998).  
 
1.4 ESTRUTURA DA ENZIMA XILOSE REDUTASE 
 
A enzima xilose redutase pertence à família das Aldo-ceto 
redutases (EC 1.1.1.21), cujos membros catalisam a redução NAD(P)H 
dependente e reversível de aldeídos e cetonas a álcoois correspondentes. 
Esta enzima se encontra no citoplasma de muitas leveduras 
fermentadoras ou utilizadoras de xilose, onde catalisa o primeiro passo 
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do metabolismo da xilose e é essencial para o crescimento e utilização 
da xilose por leveduras (Klimacel et al., 2001; Lee, 1998.) 
Embora a família Aldo-ceto redutase tenha na sua maioria 
membros monoméricos, xilose redutases das leveduras S. stiptis (Wang 
et al. 2007), Neurospora crassa (Woodyer et al., 2005), Candida 
tropicalis (Yokoyama et al., 1995) e Candida tenuis (Kratzer et al, 
2006) apresentam estrutura dimérica com subunidades idênticas de 
barril β/α, com segmentos α e β intercalados (Figura 5A), com peso 
molecular por volta de 33 a 40 kDa (Kostrzynska et al., 1998). O gene 
XYL1, que codifica à enzima xilose redutase da levedura S. stiptis, é uma 
ORF (open reading frame) de 954 pb que permite a síntese de uma 
proteína com 318 aminoacidos (Hallborn et al, 1991). Similarmente, o 
gene da xilose redutase de C. tropicalis apresenta uma ORF de 972 bp 
codificando para uma proteína de 324 aminoacidos (Yokohama et al, 
1995). 
Estudos mostram que todos os resíduos importantes que são 
conhecidos em participar diretamente da catálise ou ligação do cofator 
na aldose redutase humana (Asp43, Tyr48, Lys77 e His110) são 
estritamente conservados em xilose redutases de leveduras, formando a 
tétrade catalítica (Figura 5B), onde a tirosina atua como um catalisador 
acido-básico (doador de próton durante a redução de aldeído) e o 
Aspartato, Lisina e Histidina funcionam como um importante facilitador 
de transferência hibrída, com o aminoácido lisina funcionando como um 
importante facilitador com pontes de hidrogênio que estabilizam a 
tirosina, que por ser vez é estabilizada pela asparagina, enquanto que a 
histidina foi postulada em orientar o substrato ao sítio ativo. Entretanto, 
outros resíduos (Trp20, Val47, Trp79, Trp111, Phe122, Pro218, Trp219, Cys298 
e Leu300) que formam a cavidade hidrofóbica do sítio ativo de aldose 
redutase humana, não se mostram conservados em leveduras, estando 
ausentes ou muitas vezes substituídos por aminoácidos polares. Isto 
pode estar relacionado com as diferenças na especificidade entre estas 
enzimas, uma vez que aldoses redutases humanas usam estritamente 
NADPH, enquanto xilose redutase de leveduras exibem afinidade 
também para o substrato NADH (Lee, 1998; Bohren et al.,1991). De 
fato, Woodyer et al (2005) mostraram que esta diminuição de 
hidrofobicidade muito provavelmente está relacionada também a 
menores valores de Km da XR para xilose, quando é comparado 
sequências da região ligante de Neurospora crassa em relação a 
Candida tenuis, uma vez que a região ligante de xilose em xilose 
redutases presentes em Neurospora crassa é ligeiramente mais 
hidrofílico devido a presença de Asn167, e a falta de dois resíduos 
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hidrofóbicos (Phe132 e Trp135). 
Através do uso da bioinformática foi possível visualizar que a 
região ligante da enzima xilose redutase de S. stiptis para NADH é 
formada por 16 resíduos, principalmente hidrofílicos, formando pontes 
de hidrogênio com o cofator, do qual Glu223 tem contribuído com mais 
de uma ligação, o que por sua vez fortalece esta interação. A região 
ligante da enzima para NADPH também é formado pelos mesmos 16 
resíduos, do qual Lys21 contribui para uma interação mais forte com 
mais de uma ponte de hidrogênio (Wang et al., 2007). Esses achados 
podem ser usados para modificações da enzima, melhorando sua 
dependência tanto para NADH ou NADPH, com o intuito de melhorar a 









Figura  5.  Estrutura cristalográfica da enzima xilose redutase da levedura 
Candida tenuis. (A) Estrutura cristalográfica do dímero. Os monômeros se 
encontram posicionados lado a lado com os eixos de sua forma de barril (β/α)8, 
aproximadamente 30% em sentido antiparalelo sendo a estrutura de alfa-hélice e 
folha beta, representadas em azul e marrom, respectivamente. (B) Arranjo da 
tétrade catalítica (Asp50, Tyr51, Lys80 e His113), com a nicotinamida do 
cofator (verde) e a molécula de água (esfera amarela) do complexo enzimático 
com NADP+ e as pontes de hidrogênio ou interações eletrostáticas (linhas 
pontilhadas). Modificado de Kratzer et al. (2006). 
 
Estudos de mutagênese sítio dirigida e modificações químicas 
mostram que o aminoácido Lys270 da xilose redutase de S. stiptis tem um 
papel crucial para a ligação da coenzima (Kostrzynska et al, 1998). Este 
resíduo localizado no motivo Ile-Pro-Lys-Ser (IPKS), que é altamente 
conservado, mostra funcionar como um ancoradouro para a ligação do 
grupo 2-fosfato do substrato NADPH (Bohren et al, 1991; Wilson et al, 
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1992; Lee et al, 2003). Outro estudo apontou que a substituição do 
aminoácido Arg276 por uma histidina, por mutagênese sítio dirigida, em 
S. stiptis aumentou a preferência da enzima por NADH em relação ao 
NADPH, passando a atividade da enzima com NADH a ficar 2,5 vezes 
maior, em relação a sua atividade com NADPH, visto que sem a 
modificação a atividade da enzima utilizando NADH era inferior 
quando comparada com NADPH. (Lee et al., 2012). 
 
1.5  ESTRUTURA DA ENZIMA XILITOL DESIDROGENASE 
 
Xilitol desidrogenases (E.C. 1.1.1.9) pertecem a subfamília da 
poliol desidrogenase de uma larga família de enzimas chamada MDR 
(Desidrogenases/Redutases de cadeia média). Estas utilizam NAD+ 
como substrato que se liga a enzima através do motivo de Rossman 
(Nordling et al. 2002), um motivo estrutural típico ligante de coenzimas 
como NAD+, NADP+ e FAD+, caracterizado pela sequência consenso 
“Gly-X-Gly-X-X-Gly”, onde “X” representa qualquer aminoácido 
(Schultz et al., 1982; Hanukoglu, 2015).  
Dentro da superfamília MDR, enzimas tetraméricas são 
primariamente encontradas em leveduras (Nordling et al. 2002; Person 
et al., 1993). As proteínas MDR tipicamente consistem de dois 
domínios, onde o C-terminal liga-se a coenzima através do motivo de 
Rossmann e o domínio N-terminal liga-se ao substrato. O substrato 
basicamente liga-se ao átomo de zinco através de uma ponte de 
hidrogênio e o mecanismo catalítico para a maioria das ADHs (álcool 
desidrogenases) é ordenado com a ligação da coenzima NAD+ antes do 
substrato, de forma que a deprotonação do substrato álcool e sua ligação 
ao átomo de zinco, facilite a transferência híbrida para a nicotinamida do 
NAD+. (Eklund and Ramaswamy, 2008). 
Enzimas com atividade de XDH, também são classificadas 
como membros da família SDR (oxidorredutases de cadeia pequena), 
caracterizados por conter a tétrade catalítica Ser-Tyr-Lys-Asn. A 
maioria destas oxidorredutases utilizam NAD+ ou NADP+ e todas as 
estruturas determinadas mostram conter um motivo de Rossman. A 
enzima XDH da bactéria Gluconobacter oxydans foi classificada como 
membro da família SDR (Ghosh et al., 2001; Oppermann et al., 2003).  
Alinhamento de sequências de aminoácidos da enzima xilitol 
desidrogenase de leveduras como S. stipitis, Debaryomyces hansenii, 
Candida tropicalis e Kleuveromyces marxianus, mostram uma típica 
assinatura de álcool desidrogenases pertencentes à família MDR e 
ligantes a NAD+ e a um átomo de Zn (Watanabe et al. 2005; Biswas et 
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al., 2013; Boontham et al., 2012; Lulu et al., 2013; Person et al. 1994).  
Utilizando a sequência de aminoácidos de XDH de 
Debaryomyces hansenii e o programa PROCHECK, o modelo de 
estrutura da proteína mostrou dois domínios, um domínio ligante a 
coenzima e um domínio com o sítio ativo, com uma fenda separando-os 
(Figura 6A). Neste modelo, o domínio ligante ao substrato abrange os 
resíduos de aminoácidos entre 162 e 300 e três resíduos – Cys41, His66 e 
Glu67 - foram supostamente estabelecidos como os aminoácidos ligantes 
ao zinco (Biswas et al.,2013). Ao verificar o efeito de mutações nesses 
três putativos resíduos ligantes de zinco, sendo estes trocados pelo 
resíduo alanina, foi observado a total perda de atividade da enzima, 
indicando claramente que estes são essenciais para a atividade de xilitol 
desidrogenase em D. hansenii (Biswas et al., 2013). De fato, Watanabe 
et al (2005) já havia demonstrado anteriormente que os resíduos – Cys41, 
His66 e Glu67- são os ligantes do átomo de zinco em S. stipitis.  
Muitos membros da família MDR contém um adicional átomo 
de zinco que confere um papel estrutural e fornece estabilidade da 
enzima. Watanabe et al. (2005) e Biswas et al. (2013) demostraram que 
a introdução de um sítio ligante de zinco à enzima XDH aumentou a 
estabilidade térmica da enzima.  Em ambas as espécies analisadas, D. 
hansenii e S. stipitis, estudos de mutagênese sítio dirigida, substituindo 
os resíduos Ser96, Ser99 e Tyr102 por cisteínas, aumentou a estabilidade 
térmica da enzima (Biswas et al., 2013; Watanabe et al., 2005) e 
demonstra que enquanto o primeiro átomo de zinco muito 
provavelmente está relacionado com a atividade da enzima e estrutura, o 
segundo átomo de zinco produz significativa termoestabilização, 
permitindo que a enzima trabalhe em temperaturas maiores (Watanabe 
et al., 2005). Os resíduos Cys ligantes do segundo átomo de zinco, 
presente em muitos membros da família MDR, não são conservados em 
xilitol desidrogenases de leveduras, o que sugere que este átomo de 
zinco estrutural pode ter sido perdido nestas enzimas ao longo da 
evolução (Person et al., 1993).  
Com a substituição dos resíduos (D207A/I208R/F209S/N211R) 
Watanabe et al., 2005 demonstrou em S. stiptis, por mutagênese sítio 
dirigida, a reversão de afinidade do substrato NAD+ pelo substrato 
NADP+ da enzima xilitol desidrogenase. Estudo semelhante foi 
realizado em D. hansenii por Biswas et al., 2013, com a substituição dos 
resíduos (D207A, V208R, F209S, S211R) e (D207A, V208R, F209S, 
E210A, S211R), o que permitiu a reversão de afinidade do substrato 
NAD+ para NADP+, onde o primeiro mutante mostrou pouca atividade 
com NAD+ (~ 3%) quando comparado com a atividade com NADP+, e o 
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segundo mutante mostrou nenhuma atividade com NAD+, salientando a 




Figura 6. Modelagem por homogia baseada na estrutura 3D da enzima 
xilitol desidrogenase da levedura Debaryomyces hansenii. (A) A 
representação da enzima XDH ligada a coenzima NAD+ e ao átomo de zinco. O 
domínio ligante da coenzima e o domínio ligante do átomo de zinco são 
separados por uma fenda. (B) Resíduos (Cys41, His66 e Glu67) interagindo 







2  OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
O presente trabalho teve por objetivo desenvolver leveduras S. 
cerevisiae recombinantes contendo genes para metabolização da xilose, 
isolados de novas espécies de leveduras Spathaspora brasileiras, 
visando a produção de etanol de segunda geração. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
● Identificar nos genomas já sequenciados e anotados das 
leveduras S. arborariae e S. passalidarum novos genes que 
codifiquem às enzimas do metabolismo da xilose: foi realizada 
buscas de sequências que correspondam as enzimas xilose reductase 
e xilitol desidrogenase já caraterizadas de outras espécies no banco 
de dados do NCBI. 
● Clonar e expressar os genes de S. passalidarum e S. arborariae 
que codifiquem para as enzimas do metabolismo da xilose: 
genes, cujas sequências apresentaram alta homologia às sequências 
dos genes que codificam as enzimas xilose redutase e xilitol 
desidrogenase, foram inseridos em plasmídeos contendo promotor 
forte e constitutivo, e expressos em S. cerevisiae. 
● Analisar os parâmetros cinéticos das enzimas do metabolismo 
da xilose clonadas: foram determinados os parâmetros cinéticos 
das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase, utilizando 
diferentes concentrações dos substratos NADPH, NADH e xilose, e 
diferentes concentrações dos substratos NAD+ e xilitol, 
respectivamente. 
● Analisar a utilização de xilose pelas linhagens de S. cerevisiae 
recombinantes expressando os genes do metabolismo da xilose: 
através de crescimentos e fermentações em batelada, foi avaliado a 
produção de biomassa, consumo de xilose e produção de etanol, 




3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 LINHAGENS DE LEVEDURAS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 
 
As leveduras usadas neste estudo estão listadas na Tabela 1. 
Para a clonagem, a linhagem de bactéria Escherichia coli DH5α, foi 
crescida em meio Luria Bertani (10 g/L triptone, 5 g/L extrato de 
levedura, 5 g/L cloreto de sódio) e suplementada com 100mg/L de 
ampicilina.  
As linhagens de leveduras isoladas de madeira em 
decomposição de regiões de ecossistemas Brasileiros, foram gentilmente 
cedidas pelo Prof. Dr. Carlos A. Rosa do Departamento de 
Microbiologia da UFMG. Sacharomyces cerevisiae CENPK2-1C, 
contendo o gene XKS1 sobre-expresso, foi usada como levedura 
hospedeira para a expressão heteróloga dos genes clonados, oriundos 
das leveduras Spatahspora arborariae e Spathaspora passalidarum.  
As leveduras foram crescidas em meio YP rico (10 g/L de 
extrato de levedura, 20 g/L de peptona) com 20 g/L de glicose ou xilose, 
ou meio sintético (0,67% base de nitrogênio com aminoácidos ou 0,67% 
base de nitrogênio sem aminoácidos, suplementado com adequados 
requirementos auxotróficos – Sigma Aldrich), sem uracila ou sem 
uracila e histidina e contendo 20 g/L de glicose ou 20g/L de xilose. 
Todos os meios de cultura utilizados para leveduras, tiveram seu pH 
ajustado para 5 com HCl ou NaOH.  
Para os testes de crescimento e fermentação em batelada, as 
leveduras transformantes foram crescidas em meio sintético, 
suplementado com meio drop out sem os aminoácidos leucina, 
triptofano e histidina e a base uracila (Sigma Aldrich), acrescidos de 
400mg/L de leucina e 320mg/L de triptofano. 
 
Tabela 1. Linhagens de leveduras utilizadas. 





Isolado de madeira em 
decomposição; Minas Gerais, 
Brasil 





Isolado de madeira em 
decomposição; Roraima, Brasil 





Isolado de madeira em 
decomposição; Roraima, Brasil 





S. suhii XMD-16.2 Isolado de madeira em 
decomposição; 
Roraima, Brasil 





Isolado de madeira em 
decomposição; 
Roraima, Brasil 





Isolado de madeira em 
decomposição; Roraima, Brasil 
Cadete et al., 
2013 
 
S. materiae Car 
15.1b 
Isolado de madeira em 
decomposição; Minas Gerais, 
Brasil 
Barbora et al., 
2009 
 
S. cerevisiae:  
CENPK2-1C MATa leu2-3,112 ura3-52 trp1-









AMY-1 CENPK2-1C + pPGK Este estudo  
AMY-2 CENPK2-1C + pPGK-XR2 Este estudo  
AMY-3 CENPK2-1C + pPGK-XR3 Este estudo  
AMY-4 CENPK2-1C + pPGK-XR4 Este estudo  
AMY-2.1 CENPK2-1C + pPGK-AR2 Este estudo  
AMY-4.1 CENPK2-1C + pPGK-AR4 Este estudo  
AMY-5 CENPK2-1C + pPGK-XDH1 Este estudo  
AMY-6 CENPK2-1C + pTEF423-XDH1 Este estudo  
AMY-2-6 ASY-1 + pPGK-XR2+ pTEF423-
XDH1 
Este estudo  
AMY-3-6 ASY-1 + pPGK-XR3+ pTEF423-
XDH1 
Este estudo  
AMY-4-6 ASY-1 + pPGK-XR4+ pTEF423-
XDH1 
Este estudo  






3.2 CULTIVOS CELULARES 
 
3.2.1. Condições de cultivo 
Os pré-cultivos das leveduras foram realizados em tubos 
contendo 3 ml de meio YP ou sintético suplementado, conforme descrito 
anteriormente, acrescidos de 2% da fonte de carbono desejada (glicose 
ou xilose), por 48 horas, com agitação constante de 160 rpm a 28°C. 
Alternativamente, os pré-cultivos foram realizados em Erlenmeyers 
contendo 10 ml de meio sintético com 2% de xilose ou glicose, 
ocupando 1/5 do volume do frasco. 
Uma alíquota destes pré-cultivos foi inoculada em seus 
respectivos meios em frascos Erlenmeyers ocupando 1/5 do volume do 
frasco, de forma a atingir uma D.O. (densidade óptica) de 0,1 e 
parâmetros de crescimento foram determinados através de coletas de 
amostras em tempos determinados e medidas em espectrofotômetro 
Cary 60 UV-VIS (Agilent Technologies) a 570 nm para verificar o 
aumento de massa celular. A seguir, as células foram removidas por 
centrifugação (6.000 rpm por 3 min) e o sobrenadante utilizado para 
determinação de açúcares e produtos de fermentação. 
Para a determinação da concentração de células em g/L, foi 
utilizada a densidade óptica das células, multiplicada pelo fator de 
conversão 0,27 e a diluição da amostra (equação 1), conforme descrito 
por Dario (2012). Para as linhagens de Spathaspora, alternativamente, 
foi utilizado o fator 0,24 (Mouro, 2012). 
 
X (g/L): ABS amostra. d. f.                                                          (1) 
 
X=  concentração da biomassa celular na amostra 
ABS amostra= absorbância da amostra em 570 nm. 
d= diluição da amostra 
f= fator de conversão da absorbância para a biomassa de 
leveduras. 
 
3.2.2. Fermentação em batelada 
Para a realização deste ensaio, as linhagens foram pré crescidas 
em 10 ml de meio sintético e cultivadas em 100 ml de meio sintético 
contendo 2% de glicose, conforme descritas anteriormente, até atingir 
uma concentração de aproximadamente 1g de células por L. Em 
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seguida, as células foram centrifugadas e lavadas com água destilada a 
4°C e ajustadas a 10 g/L de células em meio sintético contendo a fonte 
de carbono de interesse a uma concentração final de 20 g/L, com um 
volume final de 20 ml em erlenmeyers de 50 ml. Em tempos 
determinados, foram removidos alíquotas, centrifugadas e o seu 
sobrenadante utilizado para determinar o consumo de açúcar e produtos 
da fermentação, além de ser determinada a concentração celular das 
amostras. 
 
3.2.3. Determinações bioquímicas 
As determinações de consumo de glicose, xilose e produção de 
etanol, xilitol, foram realizadas por cromatografia líquida de alta 
eficiência (HPLC, Jasco X-LC), com detector de índice de refração 
index (RI 2031 plus, Jasco) e coluna para ácidos orgânicos (HyperREZ 
XP Organic Acid Column, Thermo Scientific). A fase móvel utilizada 
foi 5mM de ácido sulfúrico, a 20 °C, com fluxo de 0,3 ml/min e 10 µL 
de injeção de amostra. Alternativamente, para a determinação de ácido 
acético e glicerol, foi utilizada a coluna para ácidos orgânicos (Aminex 
® HPX – 87H, Bio–Rad Organic Acid Column), 5 mM de ácido 
sulfúrico, 50 °C, com fluxo de 0,2ml/min. 
 
3.3 MÉTODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 
 
3.3.1. Clonagem dos genes de interesse 
Através de ferramentas de bioinformática BLASTp 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a sequência do genoma de S. arborariae 
(Lobo et al., 2014) foi utilizado para a busca de novos genes com 
homologia a genes anotados de XRs e XDHs de leveduras.  Com base 
nas sequências obtidas, primers (Tabela 2) foram construídos para a 
amplificação destes genes, introduzindo os sítios de restrição (EcoRI e 
BamHI) para a clonagem no plasmídeo pPGK (Watanabe et al. 2007), 
um plasmídeo multicópia contendo um forte promotor constitutivo e 
terminador PGK (fosfoglicerato quinase), como também o gene para 
resistência ao antibiótico ampicilina e o gene URA3, para complementar 
a auxotrofia presente na levedura a ser transformada. Paralelamente, foi 
utilizado o plasmídeo pTEF 423 (Mumberg et al., 1995), contendo um 
forte promotor constitutivo TEF (fator embrionário tireotrófico) e 
terminador CYC1 (citocromo C1), o gene contendo resistência para 
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ampicilina e o gene HIS3 usado para complementar a auxotrofia 
presente na levedura a ser transformada.  O DNA genômico das 
leveduras S. arborariae e S. passalidarum foram isolados e purificados 
com o YeaStar Genomic DNA KitTM (Zymo Research). 
 
Tabela 2. Primers usados neste estudo. 





XDH-Sp-Fb  ATGAATTCATGGTTGCTAATCCCTCTTTAGTG 
XDH-Sp-Rb CTGGATCCCTACTCTGGTCCATCAATTAAACACTT 
XDHtef-Sp-F

















REVh    
TTAGCGTAAAGGATGGGGAAAGAG 
a A sequência dos sítios de restrição estão sublinhadas. b primers utilizados para 
a clonagem com pPGK. c primers utilizados para a clonagem com o pTEF423.d 
a sequência em negrito corresponde ao início do gene KanMX. e sequência em 
negrito corresponde ao final do gene ADH1.f primers anterior a sequência XKS1 
para verificação da recombinação homóloga g primer dentro do gene XKS1 para 
verificação da recombinação homóloga h sequenciamento dos genes clonados no 




As amplificações foram realizadas utilizando as seguintes 
condições de PCR: 98°C por 30 s em 1 ciclo, seguido de 98 °C por 10 s, 
50 °C por 20 s, 72 °C por 30 s em 29 ciclos e 72 °C por 5 min em 1 
ciclo, com 1 unidade da enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 
utilizando os primers AR-Sa. A temperatura de anelamento foi de 51 °C 
por 20 s em vez de 50 °C quando foi utilizado os primers XR-Sa. Para a 
amplificação com os primers XDH-Sp, a temperatura de anelamento foi 
de 53 °C por 30 s. Com os fragmentos de DNA amplificados, estes 
foram separados através de eletroforese, com gel de 1% de agarose, 90 
volt/cm por 40 min. Em seguida, os fragmentos foram purificados, 
utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band purification (GE 
Healthcare). Todos os fragmentos foram digeridos com 30 unidades das 
enzimas EcoRI and BamHI, e ligados no pPGK ou pTEF-423 (Tabela 
3), que previamente foram linearizados com as mesmas enzimas de 
restrição. Os fragmentos e plasmídeos digeridos com as enzimas de 
restrição foram ligados com a enzima T4 ligase (Thermo Scientific). Os 
plasmídeos com seus respectivos fragmentos foram inseridos em E. coli 
DH5α, através do método de cloreto de cálcio (Sambrook et al., 1989; 
Ausubel et al., 1992). Para o procedimento de clonagem, 1-5 µg de 
plasmídeo foi adicionado a 80 µL de células competentes (previamente 
tratadas com 60 mM CaCl2 contendo 15% glicerol em tampão 10 mM 
Pipes, pH 7,0) e mantidas no gelo por 10 min. Em seguida, as células 
foram incubadas a 42°C por 2 min, resfriadas em gelo por 1 min, 
adicionado 500 µL de meio LB e incubados a 37°C por 1 hora a 160 
rpm. Após a incubação, as células foram centrifugadas e ressuspendidas 
em 200 µL de meio LB e plaqueadas em placas de meio LB contendo 
100 µg/mL de ampicilina. Com os plasmídeos clonados, estes foram 
purificados através extração de DNA plasmidial em bactérias por lise 









Tabela 3. Plasmídeos utilizados nesse estudo. 
Plasmideos:a 
pPGK URA3 PGK1p-PGK1t Watanabe et al. 2007 
pPGK-XR2 PGK1p-XR(Sp1.3)-PGK1t Este estudo 
pPGK-XR3 PGK1p-XR(Sp16.2)-PGK1t Este estudo 
pPGK-XR4 PGK1p-XR(Sa19.1a)-PGK1t Este estudo 
pPGK-AR2 PGK1p-AR(Sp1.3)-PGK1t Este estudo 
pPGK-AR4 PGK1p-AR(Sa19.1a)-PGK1t Este estudo 
pPGK-XDH1 PGK1p-XDH(Sp16.2)-PGK1t Este estudo 
TEF-423 HIS3 TEFp-CYC1t ATCC® 
TEF-423-XDH1 TEFp-XDH(Sp16.2)-CYC1t Este estudo 
aEm parênteses estão indicados a origem dos genes: S. passalidarum (Sp) or 
S. arborariae (Sa) 
 
3.3.2. Transformação de leveduras 
Todos os plasmídeos multicópias pPGK e pTEF-423, descritos 
na Tabela 3, foram transformados em leveduras S. cerevisiae CENPK2-
1C ou ASY-1, pelo método acetato de lítio (Gietz et al. 1992). Após o 
crescimento das leveduras (D. O. – 1) em meio YPD 2%, estas foram 
lavadas com H2O destilada estéril gelada e ressuspensas em solução de 
TE/AcLi (contendo 110 µL de solução de 1 mM de EDTA e tampão 10 
mM Tris-HCl pH 7,5, 110 µL acetato de lítio 1 M e 780 µL H2O miliQ 
estéril). Para cada transformação, foi adicionado 200 µg de DNA de 
esperma de salmão, 1-5 ƞg de plasmídeo e 340 µL da solução 
PEG3350/AcLi (contendo 272 µL de solução PEG 50% e 68 µL de 
solução TE/AcLi) em 50 uL de suspensão celular previamente 
preparada, e incubadas a 30 °C por 30 min. Em seguida as células 
submetidas a choque térmico a 42 °C por 15 min, resfriadas em gelo, 
centrifugadas, retirado o sobrenadante, adicionado 800 µL de meio 
YPD2% e incubados a 30 °C, por 90 min a 160 rpm. As leveduras 
transformadas foram centrifugadas e ressuspensas em 50 µL de H2O 
destilada estéril e inoculadas em placas contendo meio sintético (SC) 
com 2% de glicose sem uracila ou sem uracila e histidina. As linhagens 






3.3.3. Sobre-expressão do gene XKS1 por recombinação homóloga 
A modificação genômica desenvolvida na levedura de 
laboratório S. cerevisiae CENPK2-1C, foi baseada em técnicas de 
amplificação do DNA por PCR e integração genômica por 
recombinação homóloga (Petracek et al., 2002; Demarini et al., 2001; 
Gietz et al 1992).  
Incialmente foi realizada a amplificação da região contendo a 
sequência do gene KanMX e a região promotora do gene ADH1, 
utilizando os primers XKS1m-Kan-F e XKS1i-ADH1-R (Tabela 2), que 
confere resistência ao antibiótico geneticina, além do promotor ADH1 
para a sobre-expressão do gene XKS1, utilizando a levedura BSY21-34B 
(Müller, 2013). Por técnica de recombinação homóloga (Petracek et al., 
2002; Demarini et al., 2001; Gietz et al., 1992), esse fragmento 
amplificado foi inserido a montante do gene XKS1, conferindo a 
linhagem ASY-1, resistência ao antibiótico geneticina, além da sobre-
expressão do gene XKS1, pelo promotor forte e constitutivo ADH1. A 
confirmação da inserção foi realizada por PCR, utilizando os primers 
Ant_XKS1 e Pos_XKS1, obtendo um fragmento de 3900 pb. 
 
3.3.4. Eletroforese em gel de agarose. 
 
Todos os plasmídeos com o gene de interesse inserido, após 
digestão com suas respectivas enzimas de restrição e os fragmentos 
amplificados por PCR, foram confirmados e analisados através de 
eletroforese em gel de agarose. 
As amostras contendo o tampão de corrida DNA loading 
(Fermentas) e marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb (Fermentas) 
foram aplicadas em gel de agarose 1%, contendo 0,5 µg/ml de brometo 
de etídeo e tampão TBE 0,5X (1 mM EDTA e tampão 45 mM TRIS-
borato pH 8). As corridas eletroforéticas foram realizadas em tampão de 
corrida TBE 0,5X, 90 volt/cm, por 40 min e analisados e fotografados 
sob luz ultravioleta em fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc 
TM XR+ System (BioRad). 
 
3.3.5 Sequênciamento dos genes codificantes para xilose redutase e 
xilitol desidrogenases clonados. 
Os genes procedentes das leveduras S. arborariae e S. 
passalidarum clonados no vetor pPGK, tiveram seu DNA sequenciado. 
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As amostras foram submetidas a análise, contendo em cada eppendorfe, 
quantidades de plasmídeos entre 300 ng-600 ng e 10 µl de cada primer, 
Prom_PGK_54_F e Ter_PGK_65_REV (tabela 2), concentrado em 10 
picomol/µl. Os primers utilizados para o sequenciamento anelam-se 54 
pares de bases anteriores a região 5’ do final do promotor PGK 
(Prom_PGK_54_F) e 65 pares de bases posteriores a região 3’ do início 
do terminador PGK (Ter_PGK_65_REV). 
O sequênciamento foi realizado pelo método de Sanger, 
utilizando ABI 3730XL (Applied Biosystems, USA) na empresa 
STABVIDA, Lisboa, Portugal e as sequências foram analisadas pelo 
programa Bio Edit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). 
 
3.3.6 Alinhamento de sequências e análise filogenética. 
As sequências dos genes clonados e sequenciados neste estudo 
foram alinhadas com outras sequências com homologia a genes 
anotados das enzimas xilose redutase e xilitol desidrogenase no banco 
de dados NCBI. Para este estudo, foram utilizadas suas sequências de 
aminoácidos. As ferramentas utilizadas para o alinhamento múltiplo e 
construção da árvore filogenética foram os COBALT (Papadopoulos & 
Agarwala, 2007) e o Blast Tree View, respectivamente, através do 
programa de bioinformática BLAST-NCBI. Alternativamente, foi 
utilizado o programa de bioinformática ClustalW Omega de EMBL-EBI 
– European Bioinformatics Institute (Goujon et al., 2010; Sievers et al., 
2011; McWilliam et al., 2013). 
 
 
3.4 OBTENÇÃO DE EXTRATOS CELULARES E 
QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
Após o crescimento das leveduras em meio mínimo com 2% de 
glicose ou 2% de xilose por 48 h a 28ºC, as células foram centrifugadas 
e lavadas duas vezes com água destilada a 4 °C, concentradas em 20 g/L 
e 100 µL ressuspendidas em tampão contendo 20% de glicerol, 1 mM 
EDTA, 1 mM DTT, 100 mM MOPS-NaOH pH 6.8 e lisadas com 
bolinhas de vidro 425-600 µm, lavadas em ácido (Sigma Aldrich). 
Alternativamente, as células foram lisadas com o tampão YPER (Pierce 
Rockford, IL, USA), em agitador orbital, a 160 rpm por 1 hora. A seguir 
as células e debris celulares foram removidos por centrifugação (12.000 




A concentração de proteínas nos extratos celulares foi 
determinada como descrito por Bradford (1976) ou através do Kit BCA 
(Thermo Scientific). Para a análise com Bradford, 25 µL de amostra foi 
incubada com 225 µl de reagente Bradford por 15 minutos a 37º C e lido 
em placas de Elisa a 562 nm no equipamento TECAN Infinite M2000. 
Para a análise com o Kit BCA, 200 µL da amostra foi incubada com 200 
µL do reagente, por 1 hora a 60 °C em banho-maria. A seguir a amostra 
foi lida a 562 nm em leitor de placas Mustang GO, Thermo scientific. 
Para os dois métodos, a concentração de proteína foi determinada pela 
correlação das absorbâncias das amostras com a equação da reta obtida 
através de uma curva padrão construída com soluções padrão de 
albumina entre 0 e 200 µg/ml. 
3.4.1 Determinação da atividade da enzima xilose redutase 
 
A atividade da enzima xilose redutase foi determinada através 
da quantificação da oxidação do NADPH ou NADH, medido a 340 nm 
em espectrofotômetro Agilent Technologies Cary 60 UV-VIS, 
utilizando-se um coeficiente de extinção molar (Δε) para os cofatores a 
340 nm de 6220 M-1 cm-1, conforme descrito de Walfridsson et al. 
(1997), Smiley & Bolen (1982). A atividade enzimática foi determinada 
a 30 °C em tampão 45,5 mM fosfato de potássio pH 6,0, contendo 200 
mM de xilose, e as reações iniciadas com a adição de 0,15 mM de 
NADH ou NADPH. A atividade enzimática foi também avaliada em 
diferentes concentrações (1 a 400 µM) de NADPH ou NADH ou em 
diferentes concentrações de xilose (0,5 a 600 mM) em tampão 45,5 mM 
fosfato de potássio pH 6, para determinar o Km da enzima para estes 
substratos. Uma unidade internacional de atividade enzimática (U) foi 
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formação de um 
micromol de produto (NADP+/NAD+) por minuto. 
 
3.4.2 Determinação da atividade da enzima xilitol desidrogenase 
 
A atividade da enzima xilitol desidrogenase foi determinada 
através da quantificação da redução do NADP+ ou NAD+, conforme 
descrito de Walfridsson et al. (1997), Smiley & Bolen (1982). A 
atividade enzimática foi determinada a 35 °C em tampão 50 mM Tris-
HCl pH 9,0, contendo 50 mM MgCl2 e 300 mM de xilitol, e as reações 
iniciadas com a adição de 1 mM de NAD+ ou NADP+. A atividade 
enzimática foi também avaliada em diferentes concentrações (1 a 4000 
µM) de NAD+ ou em diferentes concentrações de xilitol (0,1 a 500 mM) 
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em tampão 50 mM tris-HCl pH 9, para determinar o Km da enzima para 
estes substratos. Uma unidade internacional de atividade enzimática (U) 
foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a formação de um 










4 RESULTADOS  
 
A avaliação da capacidade fermentativa de leveduras isoladas 
da Biodiversidade brasileira, mostrou que leveduras do gênero 
Spathaspora, em especial S. passalidarum, apresentam um melhor 
rendimento de fermentação (Y e/s, g etanol/ g açúcar) utilizando xilose, 
comparado com glicose. E embora a levedura S. arborariae tenha 
apresentado rendimento de fermentação igual para ambos os açúcares 
citados anteriormente, esta levedura produziu altas quantidades de 
etanol (Mouro, 2012). 
No intuíto de verificar as possíveis causas desses melhores 
rendimentos e buscar enzimas que apresentem características cinéticas 
apropriadas, neste estudo a atividades das enzimas XR e XDH foram 
determinadas em diferentes leveduras Spathaspora. A seguir a suas 
características cinéticas, utilizando diferentes concentrações de xilose, 
xilitol e coenzimas, foram determinadas nas linhagens selvagens S. 
passalidarum e S. arborariae. Finalmente, foram realizadas também a 
clonagem e expressão dos genes que codificam para as enzimas xilose 
redutase e xilitol desidrogenase de S. passalidarum e S. arborariae, em 
S. cerevisiae. 
 
4.1 ATIVIDADES DAS ENZIMAS XILOSE REDUTASE E XILITOL 
DESIDROGENASE EM LEVEDURAS SPATHASPORA 
 
Na Figura 7 estão mostradas as atividades das enzimas XR e 
XDH em linhagens de leveduras do clado Spathaspora. As espécies S. 
materiae, S. brasilienses, S. suhii, S. roraimenenses, e S. xylofermentas 
apresentaram significativa atividade XR dependente de NADPH, e 
praticamente nenhuma atividade com NADH. As espécies S. arborariae 
e S. passalidarum se destacam das outras leveduras Spathaspora, pois 
exibem atividade XR com ambos as coenzimas, inclusive com uma 
significativa atividade XR com NADH. Por outro lado, todas estas 
leveduras demonstraram possuir atividade XDHs estritamente 
dependentes de NAD+, sendo que novamente as leveduras S. 
passalidarum apresentam as mais altas atividades XDH, quando 
comparadas com a atividade presentes nas outras espécies. Dessa forma, 
os resultados sugerem que leveduras Spathaspora, especialmente a S. 
passalidarum e S. arborariae, podem ser candidatos promissores para a 
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fermentação industrial de hidrolisados lignocelulósicos. 
 
Figura 7. Atividade da enzima xilose redutase e xilitol desidrogenase das 
leveduras do clado Spathaspora, isoladas da biodiversidade Brasileira. As 
leveduras indicadas, pré-crescidas em xilose, tiveram suas atividades XR e 
XDH determinadas como descrito em Materiais e Métodos. 
 
Com base nestes resultados, realizamos a caracterização 
cinética das enzimas XR e XDH presentes nas linhagens de S. 
passalidarum e S. arborariae. A Tabela 4 mostra as características 
cinéticas das enzimas XR e XDH das linhagens selvagens S. 
passalidarum e S. arborariae, utilizando diferentes concentrações de 
NADPH, NADH e xilose para a XR, e diferentes concentrações de 
NAD+ para a XDH. A análise dos parâmetros cinéticos da XR 
encontrada na linhagem de S. passalidarum HMD 16.2 revelou que a 
enzima apresenta alta afinidade por ambos os substratos (NADPH e 
NADH), como também um Km menor para NADH em relação a 
NADPH. Embora a afinidade por NADH tenha se mostrado maior em 
relação ao NADPH, a velocidade máxima é maior quando a enzima 
utiliza NADPH. Curiosamente, a análise dos parâmetros cinéticos da 
XR em S. passalidarum HMD 1.3 mostra que a enzima apresenta maior 
afinidade pelo substrato NADPH, como também maior atividade da 
enzima utilizando este substrato quando comparado com a sua atividade 
utilizando NADH. A atividade da enzima XR na levedura S. arborariae 
exibiu um Km maior, indicando menor afinidade, porém com uma boa 
atividade, considerando sua velocidade máxima, quando esta enzima foi 
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avaliada utilizando NADH. Em relação ao cofator NADPH, a atividade 
de S. arborariae exibiu uma enzima com alta afinidade e alta atividade.  
A análise dos parâmetros cinéticos utilizando diferentes 
concentrações de xilose mostrou que a XR das linhagens S. arborariae 
e S. passalidarum HMD 1.3 apresentaram maior afinidade quando estas 
utilizaram NADPH como substrato, em relação ao NADH, igualmente 
suas velocidades máximas foram superiores utilizando NADPH. 
Considerando a afinidade pela xilose da XR da linhagem S. 
passalidarum HMD 16.2, utilizando NADH, observamos um menor Km, 
quando comparado com as duas outras linhagens anteriormente 
descritas.  
Em relação a xilitol desidrogenase da linhagem S. passalidarum 
HMD 16.2, os parâmetros cinéticos mostraram uma enzima com baixa 
afinidade, e boa atividade, considerando sua atividade máxima, 
utilizando NAD+ como substrato (Tabela 4). 
 
Tabela 4. Parâmetros cinéticos das enzimas XR e XDH presentes nas 
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NAD+ Xilitol 








----- c ---- c 
aAfinidade da enzima, em µM para NADH/NADPH, e mM para xilose. 
bVelocidade máxima da enzima, em U/mg de proteína. cNão determinado 
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4.2 CLONAGEM DE GENES EM LINHAGEM DE LABORATÓRIO 
S. CEREVISIAE. 
 
Conforme mostra a Tabela 4 e a Figura 7, as linhagens das 
leveduras S. arborariae e S. passalidarum, que foram crescidas em 2% 
de xilose, mostraram uma atividade de XR utilizando ambos os 
substratos NADPH e NADH. Na levedura S. passalidarum a atividade 
com NADH foi de 60 a 75 % da atividade com NADPH, enquanto que 
na S. arborariae a atividade de XR dependente de NADH correspondeu 
a ~35% da atividade com NADPH. Com o intuito de clonar XRs destas 
leveduras, inicialmente, foi utilizado a sequência do genoma anotado 
automaticamente da levedura S. arborariae HM 19.1a (Lobo et al., 
2014), para identificar possíveis genes que codifiquem para a XR.  Esta 
estratégia permitiu a identificação de uma ORF com 899 nucleotídeos 
com significativa homologia com XR de muitos microorganismos, 
incluindo a ORF anotada como uma aldo/ceto redutase em S. stiptis 
(71% de identidade) e C. tenuis (66% de identidade). Este gene de 
aproximadamente ~0,9 kb foi amplificado utilizando os primers AR-Sa-
F and AR-Sa-R (Tabela 2) e o DNA genômico de S. arborariae, como 
também da linhagem S. passalidarum HMD 1.3 e clonado. No entanto, 
quando estes genes foram expressos em S. cerevisiae (linhagens AMY-
4.1 e AMY-2.1, respectivamente, ver em Tabela 1), nenhuma atividade 
de XR pode ser detectada tanto com o substrato NADH como com 
NADPH (dados não mostrados), uma vez que a atividade específica 
detectada nestas leveduras transformantes foi idêntica a atividade 
encontrada em leveduras transformadas com o vetor vazio (0,03 U/mg; 
ver em linhagem AMY-1, Tabela 1). 
Em uma outra estratégia, a partir do genoma da S. passalidarum 
(Wohlbach et al., 2011) foi realizada uma busca, com o uso de BLASTp, 
para os genes de XR, e uma sequência de xilose redutase com 318 
aminoácidos (chamada de XYL1.1), foi utilizada para a busca de 
sequências similares no genoma de S. arborariae, permitindo a 
identificação de uma ORF não anotada que apresentou 94% de 
identidade (no que se refere a sua sequência de aminoácidos), com o 
gene XYL1.1 de S. passalidarum. Com o uso dos primers XR-Sa-F and 
XR-Sa-R (Tabela 2), construídos a partir da sequência encontrada no 
genoma da S. arborariae, um fragmento de DNA de ~1 kb (Figura 8) foi 
amplificado a partir do DNA genômico das linhagens S. arborariae 
HM19.1a, S. passalidarum HMD 1.3 e S. passalidarum HMD 16.2, 






Figura 8. Amplificação por PCR dos genes XYL1 a partir de linhagens S. 
arborariae and S. passalidarum. O produto de PCR do gene XYL1 a partir de 
S. arborariae HM-19.1a (esquerda), S. passalidarum HMD-1.3 (direita), e S. 
passalidarum HMD-16.2 (centro) foi analisada em gel de agarose 1% e corada 
com brometo de etídeo. 
 
Para a clonagem e expressão da enzima xilitol desidrogenase, a 
partir do genoma S. passalidarum (Wohlbach et al., 2011) foi realizada 
uma busca, com o uso de BLASTp, para os genes anotados como XDH 
e uma sequência de 362 aminoácidos (XYL2.2) foi encontrada e utilizada 
para a busca de sequências similares dentro do genoma de S. arborariae 
disponível no NCBI, onde nenhuma sequência com significativa 
similaridade foi encontrada. Nesse caso, a partir da sequência de XDH 
encontrada no genoma da S. passalidarum, foi realizada a construção 
dos primers XDH-Sp-F e XDH-Sp-R (Tabela 2) e um fragmento de ~1,1 
kb foi obtido a partir do DNA da linhagem S. passalidarum HMD 16.2 
(Figura 9), clonado no vetor multicópia pPGK e inserido na S. 
cerevisiae CENPK 2-1C. Também foram utilizados os primers XDH-
Sp-F e XDH-Sp-R com o DNA das linhagens S. passalidarum HMD 1.3 




Figura 9. Amplificação por PCR do gene, que codifica para a xilitol 
desidrogenase, a partir de linhagem S. passalidarum. O produto de PCR do 
fragmento que corresponde a enzima XDH a partir de S. passalidarum HMD 
16.2 foi analisada em gel de agarose 1% e corada com brometo de etídeo. 
 
Da mesma forma, com a utilização dos primers XDHtef-Sp-F e 
XDHtef-Sp-R (Tabela 2), um fragmento de ~1,1 kb foi obtido a partir do 
DNA da linhagem S. passalidarum HMD 16.2 (dado não mostrado), 
clonado no vetor multicópia pTEF-423 e inserido, juntamente com o 
vetor pPGK-XR2, pPGK-XR3 ou pPGK-XR4, em S. cerevisiae, 
obtendo os transformantes AMY-2-6, AMY-3-6 e AMY-4-6 (Figura 1).
  
 O genoma da levedura S. arborariae, utilizado neste estudo, foi 
sequênciado pelo nosso grupo, em colaboração com a Embrapa 
Informática Agropecuária (Campinas, SP), Laboratório Nacional de 
Computação Científica (Petrópolis, RJ), Departamento de Ciências 
Biológicas – USP (Piracicaba, SP) e Departamento de Bioquímica e 
Microbiologia – UFMG (Belo Horizonte, MG) e depositado em 
DDBJ/EMBL/GenBank under (NCBI), sob o número de acesso 
AYLH00000000 (Lobo et al., 2014). 
 
 
4.3 SEQUÊNCIAMENTO DOS GENES CODIFICANTES PARA 




O sequênciamento dos genes codificantes para a enzima xilose 
redutase das linhagens S. arborariae HM 19.1a, S. passalidarum HMD 
1.3 e S. passalidarum HMD 16.2, foi analisado através de programas de 
bioinformática. Esses três genes mostraram sequências de 318 
aminoácidos. Embora essas três sequências tenham sido amplificadas a 
partir de um único par de primers, procedente do genoma da S. 
arborariae, existe uma identidade de 93% quando comparamos os genes 
entre S. arborariae e S. passalidarum. Entre os genes provenientes das 
duas linhagens de S. passalidarum HMD 16.2 e HMD 1.3, a identidade 
foi de 100%. 
Da mesma forma, o sequenciamento do gene codificante da 
enzima xilitol desidrogenase proveniente da linhagem S. passalidarum 
HMD 16.2, mostrou uma sequência de 362 aminoácidos. O alinhamento 
desta sequência com a sequência anotadas como xilitol desidrogenase, 
proveniente das linhagens de S. passalidarum (XYL2.2), apresentou 98% 
de identidade.  
 
4.4 ATIVIDADES DAS ENZIMAS XILOSE REDUTASE E XILITOL 
DESIDROGENASE EM S. CEREVISIAE RECOMBINANTES. 
 
Como pode ser visto na Tabela 5, os genes clonados a partir de 
S. passalidarum tiveram significativa atividade de XR dependente do 
substrato NADPH, mas praticamente nenhuma atividade com NADH. 
Embora as linhagens de S. passalidarum apresentaram atividade com 
ambos os cofatores, os genes clonados não mostraram a mesma 
atividade, enquanto que a xilose redutase clonada a partir de S. 
arborariae teve uma atividade NADH-dependente que corresponde a 
~30% da atividade medida com NADPH, se mostrando bastante similar 










Tabela 5. Atividade específica de XR em leveduras. 
  XR atividade específica (U [mg 
proteina]-1) com: 
Levedurasa: Plasmideo: NADPH NADH 
S. arborariae HM 
19.1a 
̶ 0,45±0,01 0,12±0,01 
S. passalidarum 
HMD 1.3 
̶ 0,38±0,02 0,27±0,01 
S. passalidarum 
HMD 16.2 
̶ 0,59±0,02 0,38±0,01 
S. cerevisiae AMY-1 pPGK 0,03±0,01 0,03±0,01 
S. cerevisiae AMY-2 pPGK-XR2 1,52±0,20 0,05±0,01 
S. cerevisiae AMY-3 pPGK-XR3 4,09±0,67 0,06±0,01 
S. cerevisiae AMY-4 pPGK-XR4 2,66±0,02 0,81±0,30 
a As linhagens de Spathaspora foram crescidas em meio YP rico contendo 2% 
de xilose, enquanto as linhagens de S. cerevisiae foram crescidas em meio 
sintético sem a base uracila e contendo 2% de glicose. 
 
A análise cinética da xilose redutase de S. arborariae expressa 
na levedura S. cerevisiae (linhagem AMY-4, Figura 10) revelou que a 
enzima apresentou alta afinidade pelo NADPH, e maior afinidade pelo 
NADH. Embora a afinidade da xilose redutase pelo NADPH ser 
aproximadamente duas vezes menor do que a afinidade para o NADH, a 
velocidade máxima foi maior quando a enzima utilizou NADPH, em 
relação ao NADH. A enzima apresentou média afinidade para xilose 
quando utilizada tanto com o substrato NADPH como com NADH, 
embora também tenha mostrado maior afinidade pela xilose quando 
utilizada juntamente com o substrato NADH em relação ao NADPH e 
velocidade máxima de 2,79 U/mg e 0,96 U/mg, utilizando NADPH e 

















































































































































Diferente da S. cerevisiae transformante contendo a 
enzima xilose redutase da levedura S. arborariae (linhagem 
AMY-4), os resultados das duas transformantes contendo a 
enzima xilose redutase da levedura S. passalidarum (linhagens 
AMY-2 e AMY-3, Tabela 1), embora tenham mostrado alta 
afinidade utilizando o substrato NADPH, utilizando o substrato 
NADH não foi possível determinar o seu Km, uma vez que a 
velocidade máxima desta enzima mostrou valores muito baixos 
quando utilizou NADH. Em relação a afinidade por xilose, as 
enzimas de ambas as espécies, apresentaram média afinidade 
pela xilose, utilizando NADPH e devido a baixíssima atividade 
desta enzima utilizando o substrato NADH, também não foi 
possível determinar os parâmetros cinéticos. (Figura 11; Figura 




































































































































































































































































































































Igualmente a estratégia realizada para a clonagem e expressão 
das XRs, a enzima xilitol desidrogenase da linhagem S. passalidarum 
HMD 16.2, foi clonada em plasmídeo PGK e expressa na levedura S. 
cerevisiae CENPK 2-1C.  Conforme Tabela 6, assim como na linhagem 
S. passalidarum HMD 16.2, essa XDH mostrou significativa atividade 
utilizando o cofator NAD+, e nenhuma atividade utilizando o cofator 
NADP+. 
 
Tabela 6. Atividade específica de XDH em leveduras. 
  Atividade específica de XDH (U 
[mg proteina]-1) com: 
Leveduraa: Plasmideo: NADP+ NAD+ 
S. passalidarum HMD 
16.2 
̶ 0,003±0,0 1,29±0,05 
S. cerevisiae AMY-1 pPGK 0,01±0,01 0,01±0,01 
S. cerevisiae AMY-5 pPGK-XDH ---- 2,20±0,21 
aAs linhagens de S. cerevisiae foram crescidas em meio sintético sem a base 
uracila e contendo 2% de glicose. 
 
A análise dos parâmetros cinéticos da enzima xilitol 
desidrogenase da levedura S. passalidarum expressa em S. cerevisiae 
(linhagem AMY-5) mostrou uma enzima apresentando baixa afinidade 
tanto pelo xilitol quanto pelo NAD+, e velocidade máxima por volta de 
2,4 U/mg e 4,26 U/mg utilizando diferentes concentrações de cofator 































































































































































Tabela 7. Análise cinética das enzimas XR e XDH clonadas e expressas em 
S. cerevisiae. 
aAfinidade da enzima, em µM para NADH/NADPH, e mM para xilose. 
bVelocidade máxima da enzima, em U/mg de proteína. 
 
 
Igualmente, após a clonagem dos plasmídeos pTEF423 e pPGK 
na levedura S. cerevisiae ASY-1, as atividades de XR e XDH foram 
medidas nas S. cerevisiae recombinantes AMY 2-6, AMY 3-6 e AMY 
4-6 (Tabela 8). Ao compararmos os valores de atividade de XR 
utilizando NADPH e NADH das S. cerevisiae AMY-4 e AMY 4-6, 
encontramos as mesmas atividades. Porém, os valores de atividade 
utilizando NADPH das S. cerevisiae recombinantes AMY 2-6 e AMY 
3-6 mostram-se menores em relação aos valores obtidos com as S. 
cerevisiae recombinantes AMY-2 e AMY-3, mesmo sob a expressão do 
mesmo plasmídeo pPGK. 
As atividades de XDH das S. cerevisiae recombinantes AMY 2-
6, AMY 3-6 e AMY 4-6 mostram que esta enzima sob a expressão do 
plasmídeo pTEF-423 apresenta uma atividade muito menor em relação a 
atividade mostrada sob a expressão do plasmídeo pPGK, presente nas S. 
cerevisiae recombinante AMY-5 (2,2 U/mg). 
 
Levedura Xilose Redutase 
NADPH NADH Xilose 
(NADPH) 
Xilose (NADH) 





























Levedura Xilitol Desidrogenase 
NAD+* Xilitol 
Km a Vmax b Km a Vmax b 
AMY-5 521,3±155 2,4±0,2 86,0±13 4,3±0,2 
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Tabela 8. Atividade específica de XR e XDH em leveduras. 
Leveduraa: Plasmideo: Atividade específica (U [mg proteina]-1) 
com: 
  Xilose redutase Xilitol 
desidrogenase 















2,7±0,02 0,8±0,06 0,33±0,04 
a As linhagens de S. cerevisiae foram crescidas em meio sintético sem a base 
uracila e histidina e contendo 2% de glicose. 
 
4.5 CRESCIMENTO CELULAR E FERMENTAÇÕES EM 
BATELADA DAS LINHAGENS TRANSFORMANTES. 
 
Com base no crescimento da levedura S. cerevisiae CENPK 2-
1C em meio sintético completo e 2% de xilose, foi possível constatar 
que a ausência dos genes do metabolismo da xilose heterólogos, 
impossibilita o consumo de xilose, além do seu crescimento nesta fonte 
de carbono e portanto, sem a produção de etanol, ácido acético, xilitol e 





Figura 15. Consumo de xilose e crescimento celular em S. cerevisiae 
CENPK 2-1C. Nos tempos indicados, alíquotas foram retiradas da cultura para 
a determinação do consumo de açúcares (branco), crescimento celular (preto).  
Não foram detectados presença de etanol, xilitol e glicerol. 
 
Com o intuíto de avaliar o perfil de consumo de açúcar, bem 
como a produção de biomassa e metabólitos (etanol, glicerol e xilitol), a 
Figura 15 e 16 mostram o crescimento celular, consumo de açúcar e 
produção de etanol, xilitol e glicerol, analisados em duas fontes de 
carbono (xilose e glicose), das linhagens S. cerevisiae AMY 2-6 e AMY 
4-6. Uma vez que as S. cerevisiae transformantes contendo a enzima 
xilose redutase de S. passalidarum (AMY 2-6 e AMY 3-6) apresentam 
100% de identidade em sua sequência de aminoácidos e embora 
analisados os parâmetros de crescimento e fermentação das duas S. 
cerevisiae recombinantes AMY 2-6 e AMY 3-6, serão apresentados 
somente os resultados da S. cerevisiae AMY 2-6. 
Em meio contendo apenas glicose, as linhagens transformantes 
foram capazes de fermentar a glicose, com consumo em 
aproximadamente 24 horas, produção de glicerol de 0,1-1,7 g/L e 
produção de etanol de 6-7 g/L. Em meio contendo apenas xilose, as 
mesmas mostraram lento consumo de xilose com uma grande fase lag, 
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onde a linhagem contendo a XR de S. passalidarum (AMY 2-6) entrou 
na fase exponencial em ~50 horas, para então apresentar crescimento 
expressivo. O consumo de xilose, exibiu a mesma tendência, passando a 
consumir xilose mais rapidamente somente depois das 50 horas e ao 
longo de 96 horas o açúcar residual foi de 3,8 g/L. A linhagem contendo 
a XR de S. arborariae (AMY 4-6), demonstrou um crescimento celular 
e consumo de xilose mais acentuado em relação a linhagem AMY 2-6, 
iniciando a sua fase exponencial de crescimento depois de 24 horas, 
consumindo ~7 g/L nas primeiras 50 horas e ao longo de 96 horas 
deixando 1,7 g/L de açúcar residual. A velocidade de consumo máximo 
de xilose e o consumo de xilose em porcentagem, também demonstrou 
maiores valores para a linhagem S. cerevisiae AMY 4-6, em relação a 
linhagem S. cerevisiae AMY 2-3 (Tabela 9). Quanto a produção de 
metabólitos, houve elevada produção de xilitol para as duas linhagens de 
3,5-3,9 e a pequena produção de etanol de ~ 1g/L para a linhagem S. 
cerevisiae AMY 4-6. Não foi observado produção de etanol para a 
linhagem S. cerevisiae AMY 2-6 e não foi observado produção de ácido 


















































































































































































































































































































































































































































































































Tabela 9. Consumo de açúcares e produção de etanol em fermentações em 
xilose pelas linhagens transformantes S. cerevisiae. 






Y e/s (g/g-1)d 
S. cerevisiae 
AMY 2-6 
81,6 0,17 0 0 
S. cerevisiae 
AMY 4-6 
92 0,2 0,01 0,03 
a Os crescimentos foram realizados em meio sintético, contendo 2% de xilose 
como fonte de carbono. b consumo volumétrico máximo de açúcar. c produção 
volumétrica máxima de etanol. d rendimento em gramas de etanol produzido por 
g de substrato consumido.  
 
Nos ensaios de fermentação em batelada em condições 
microaeróbicas, com 20 g/L de xilose, as duas linhagens de S. 
cerevisiae, dentro de 24 hs, atingiram quase a depleção de xilose no 
meio e exibiram produção de etanol de 1,8-2,0 g/L. Houve acentuada 
produção de xilitol pelas duas linhagens, com S. cerevisiae AMY 4-6 
exibindo maior produção em relação a S. cerevisiae AMY 2-6.  As duas 
S. cerevisiae recombinantes mostraram pequena produção de ácido 
acético de não mais que 1 g/L e não houve produção de glicerol nas 2 
linhagens deste estudo.  Depois de aproximadamente 20 horas, no 
momento em que a xilose residual passou a ser por volta de 3 g/L, o 
etanol passou a ser consumido nas 2 linhagens. Ao final de 48 horas, o 
consumo de xilose foi de 100% (Figura 17; Tabela 10). Enquanto a 
velocidade de consumo máximo de xilose foi ligeiramente maior para S. 
cerevisiae AMY 4-6, em relação a AMY 2-6, a produção volumétrica 
máxima de etanol foi aproximadamente o dobro para S. cerevisiae AMY 
2-6, em relação a S. cerevisiae AMY 4-6 (Tabela 10). E embora tenho 
sido possível visualizar pequena produção de etanol e nenhuma 
produção de etanol nas S. cerevisiae AMY 4-6 e AMY 2-6, 
respectivamente, durante o crescimento em xilose, quando observamos 
as produções de etanol obtidas durante a fermentação em batelada em 
xilose, vemos uma maior produção de etanol na S. cerevisiae AMY 2-6, 
em relação a AMY 4-6. Esses dados sugerem possivelmente que o pico 
de produção de etanol por parte de S. cerevisiae AMY 4-6 não esteja 
representado, uma vez que o consumo de açúcar por parte desta levedura 






Figura 18. Fermentação em batelada contendo 20 g/L de xilose pelas 
linhagens de leveduras modificadas. As linhagens de S. cerevisiae AMY 2-6 
(A) e AMY 4-6 (B), pré-crescidas em meio sintético contendo 2% de glicose, 
foram utilizados para fermentar em meio sintético contendo 2% de xilose. Nos 
tempos indicados, foram retiradas alíquotas da cultura para a determinação de 
consumo de açúcar (quadrado), crescimento celular (circulo), produção de ácido 















Tabela 10. Consumo de açúcares e produção de etanol em fermentações em 
batelada em xilose pelas linhagens transformantes S. cerevisiae. 






Y e/s (g/g-1)d 
S. cerevisiae AMY 
2-6 
100 0,43 0,11 0,11 
S. cerevisiae AMY 
4-6 
100 0,42 0,05 0,05 
a As fermentações foram realizados em meio sintético, contendo 2% de xilose 
como fonte de carbono. b consumo volumétrico máximo de açúcar. c produção 
volumétrica máxima de etanol. d rendimento em gramas de etanol produzido por 
g de substrato consumido.  
 
Os ensaios de co-fermentação em batelada, utilizando 2% de 
xilose e 2% de glicose, em condições microaeróbicas, mostraram que 
enquanto as 2 linhagens consumiram rapidamente a glicose, em 
aproximadamente 2 horas, a xilose presente no meio foi mais lentamente 
consumida e ao final de 55 horas, apresentando xilose residual de 3,0-
4,2 g/L.  Na Tabela 11, podemos observar que a S. cerevisiae AMY 4-6 
mostrou maior consumo em porcentagem e consumo volumétrico 
máximo de xilose, produção volumétrica máxima de etanol e 
rendimento em gramas de etanol, em relação a S. cerevisiae AMY 2-6. 
Tais valores podem ser atribuídos a xilose, que embora consumida mais 
lentamente (em relação a fermentação em batelada contendo apenas 
xilose) mostrou consumir xilose juntamente com glicose, onde a 
linhagem S. cerevisiae AMY 4-6 apresentou esse co-consumo de forma 
mais expressiva e com produção volumétrica máxima de etanol também 
mais expressiva em relação a linhagem AMY 2-6 (Figura 18; Tabela 
11).  
Em relação aos outros produtos obtidos nas fermentações, 
vemos um considerável aumento de ácido acético quando estas 
linhagens transformantes passam a co-fermentar glicose e xilose, onde 
não mais que 0,5 g/L foi produzido durante a fermentação de glicose e 
mais que 6 g/L passam a ser produzidos ao final de 50 horas de 
fermentação para as 2 linhagens transformantes.  Assim como, a 








Figura 19. Co-fermentação em batelada contendo 20 g/L de glicose 20 g/L 
de xilose pelas linhagens de leveduras modificadas. As linhagens de S. 
cerevisiae AMY 2-6 (A) e AMY 4-6 (B), pré-crescidas em meio sintético 
contendo 2% de glicose, foram utilizados para fermentar em meio sintético 
contendo 2% de xilose e 2% de glicose. Nos tempos indicados, foram retiradas 
alíquotas da cultura para a determinação de consumo de glicose (círculo preto), 
consumo de xilose (círculo branco), crescimento celular (círculo cinza) e 
produção de etanol (triângulo cinza) e xilitol (losango cinza), glicerol (quadrado 


















Tabela 11. Consumo de açúcares e produção de etanol em fermentações em 
batelada em xilose e glicose pelas linhagens transformantes S. cerevisiae. 
 






Y e/s (g/g-1)d 
S. cerevisiae AMY 
2-6 
78,6 0,26 1,04 0,27 
S. cerevisiae AMY 
4-6 
84,3 0,27 3,59 0,30 
a As fermentações foram realizados em meio sintético, contendo 2% de glicose e 
2% de xilose como fonte de carbono. b consumo volumétrico máximo de açúcar. 
c produção volumétrica máxima de etanol. d rendimento em gramas de etanol 








Nossa estratégia inicial, baseada na anotação automática do 
genoma da S. arborariae (Lobo et al., 2014) que mostrou a presença de 
um possível gene para “xilose redutase” no genoma desta levedura, 
acabou revelando uma proteína (obtida de S. arborariae e S. 
passalidarum) sem nenhuma atividade XR, quando expressa em S. 
cerevisiae, indicando que seria uma aldo/ceto redutase com 
especificidade desconhecida presente nesse clado de leveduras 
Spathaspora. Aldo/ceto redutases tem significativa identidade com 
outras redutases fúngicas, e este gene também mostrou, por exemplo, 
significativa homologia (identidade de 52%) com a enzima glicerol 
desidrogenase codificada pelo gene GSY1 de S. cerevisiae. Devido ao 
vasto número de membros na família aldo/ceto redutases, é difícil 
predizer o real substrato de determinada proteína baseada em sua 
homologia de sequência. 
Por exemplo, S. cerevisiae tem seis aldose redutases (AR) 
envolvidas na conversão de xilose a xilitol, e entre essas, o gene GRE3 
no cromossomo VIII (Garay-Arroyo et al., 1999) é capaz de reduzir 
xilose a xilitol com uma atividade 4,5 ± 0,5 mU/[mg protein]-1, enquanto 
que a linhagem deletada neste gene (gre3∆) tem uma atividade <1 
mU/[mg protein]-1 (Träff et al., 2001). Yokoyama et al. (1995) 
mostraram que C. tropicalis tem três diferentes XR com nenhuma 
diferença significativa nas suas propriedades catalíticas, e é sugerido que 
estas três isoformas são similares em estrutura. Resultados similares tem 
sido encontrado para P. tannophilus, Aureobasidium pululans e Pichia 
quercuum (Verduyn et al. 1985; Machová, 1992; Susuki et al., 1975). 
Mesmo levando em consideração estes problemas de anotação 
automática de genomas, obtivemos sucesso na clonagem da XR de S. 
arborariae que apresenta atividade com ambos os cofatores, NADPH e 
NADH, quando o gene foi expresso em S. cerevisiae. 
Surpreendentemente, o gene homólogo clonado a partir das duas 
linhagens de S. passalidarum mostrou uma XR dependente 
exclusivamente de NADPH. De fato, durante o desenvolvimento deste 
trabalho tornou-se evidente que o genoma da S. passalidarum tem dois 
genes responsáveis pela XR, o gene clonado no presente trabalho 
(denominado XYL1.1), e uma segunda XR (gene XYL1.2) com 
preferência pelo substrato NADH, com 318 aminoácidos e 76% e 75% 
de identidade ao gene XR de S. passalidarum e S. arborariae clonados e 
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sequênciado pelo nosso grupo, respectivamente (Wohlbach et al., 2011; 
Mamoori et al., 2013). 
Recentemente, em 2015 Cadete e colaboradores depositaram no 
NCBI as sequencias putativas de xilose redutases e xilitol 
desidrogenases das linhagens S. roraimanenses, S. suhii e S. 
brasilienses. No caso das xilose redutases, as mesmas mostram uma 
identidade com a XR proveniente da linhagem S. arborariae clonada no 
presente trabalho de 99%, 93% e 92%, respectivamente. Apesar da alta 
homologia, não há nenhum indício experimental que estes genes sejam 
de fato as XR e XDH responsáveis pela metabolização da xilose nestas 
leveduras. Mais recentemente, três novas espécies do clado Spathaspora 
foram descritas (S. girioi, S. hagerdaliae e S. gorwiae), sendo que 
apenas uma delas, S. gorwiae, apresentou uma atividade XR com ambos 
os cofatores (Lopes et al., 2016). Este trabalho também analisou o 
genoma destas leveduras, e os genes putativos para xilose redutases e 
xilitol desidrogenases foram anotados e depositados no NCBI (embora 
novamente a atividade enzimática destas proteínas não foram 
determinadas experimentalmente). Estas XRs de S. girioi, S. 
hagerdaliae e S. gorwiae apresentam uma identidade com a xilose 
redutase de S. arborariae de 92%, 88% e 89%, respectivamente. 
A Figura 19 mostra a comparação filogenética das proteínas XR 
clonadas e expressas em S. cerevisiae obtidas neste estudo (incluindo a 
putativa aldo/ceto redutase de S. arborariae), juntamente com as 
sequências anotadas como XRs de outras espécies do clado 
Spathaspora, e XR já conhecidas de outras leveduras. O filograma 
mostra que as XRs de S. arborariae e S. roraimenenses são muito 
próximas, uma vez que estas duas enzimas apresentam 99% de 
identidade. Próxima a estas XRs, dividindo um mesmo ancestral 
comum, observamos as XRs de S. giroi e S. brasilienses, enquanto que 
as enzimas de S. passalidarum clonadas neste trabalho a partir das 
linhagens HMD 1.3 e HMD 16.2 (que de fato apresentam 100% de 
identidade), estão agrupadas com as sequências das XRs de S. suhii e a 
XYL1.1 de S. passalidarum (Figura 19). Por outro lado, as XRs de C. 
parapsilosis, C. tropicalis (Butler et al., 2009) e S. stiptis (Jeffries et al., 
2007) formam um outro grupo mais distante, sendo que a enzima 
XYL1.2 de S. passalidarum é mais próxima da enzima XR de S. stipitis. 
Finalmente, a sequência da aldo/ceto redutase putativa de S. arborariae 
é bastante distante todas as XRs presentes no filograma, sugerindo que 






Figura 20. Filograma das sequências da aldo/ceto redutase (AR) putativa 
de S. arborariae, com  xilose redutases (XR) clonadas neste trabalho de S. 
arborariae e S. passalidarum (linhagens HMD 1.3 e HMD 16.2), e as XRs de 
outras espécies do clado Spathaspora e das leveduras S. stiptis, C. 
parapsilosis e C. tropicalis. 
 
 
A Figura 20 mostra um alinhamento das sequências das 
proteínas de S. arborariae e S. passalidarum clonadas e sequenciadas no 
presente trabalho, com as sequências das outras XRs das leveduras S. 
passalidarum (XYL1.2), e uma putativa XR da levedura S. 
roraimenenses, todas obtidas no banco de dados do NCBI. O 
alinhamento múltiplo destas sequências, mostrou muitas regiões de 
sequências conservadas, como por exemplo a tétrade (Asp43; Tyr48; 
Lys59 e His110, numeração baseada na XR de S. stiptis, marcados com 
caixa preta na Figura 20), que formam o sítio catalítico da enzima. 
Referente aos motivos ligantes de coenzimas, a sequência Ile-Pro-Lys-
Ser (IPKS) (marcados com caixa azul na Figura 20) é conservada entre 
redutases NADPH dependentes, com o resíduo de lisina do motivo 
envolvido na ligação direta do NADPH (Bohren et al, 1994), enquanto 
que em xilose reductases NADH-dependentes, como a apresentada por 
C. parapsilosis, esse resíduo lisina é substituído por uma arginina (Lee 






Figura 21. Alinhamento das sequências da aldo/ceto redutase (AR) putativa 
de S. arborariae, xilose redutases (XR) de S. passalidarum (XYL1.2) e as 
clonadas das linhagens HMD1.3 e HMD16.2, a XR clonada de S. 
arborariae, e a XR putativa de S. roraimenenses. Os aminoácidos estão 
representados nas cores de acordo com a classificação: ácido, azul; basico rosa; 
hidrofóbico, vermelho; hidrofílico, verde. As posições dos aminoácidos que 
compõem a tétrade catalítica, fenda de ligação para NADH (Glu223 e Phe236) e 
NADPH (Lys21 e Phe236), o motivo IPKS ligante na coenzima e os que diferem 
entre S. arborariae e S. roraimenenses estão enquadrados em preto, amarelo, 
azul e verde, respectivamente.  
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De fato, a enzima XR com uma mutação contendo uma 
metionina no lugar da lisina (K270M) em S. stiptis, mostrou um 
decrécimo na afinidade com NADPH de ~16,7 vezes, enquanto que a 
afinidade desta enzima com NADH permaneceu inalterada (Kostrzynska 
et al., 1998). Este motivo contendo lisina é conservado não só entre os 
genes das XRs de S. arborariae e S. passalidarum identificadas no 
presente trabalho, como também no gene XYL1.2 de S. passalidarum. 
Portanto, a XR clonada de S. arborariae (XR que também usa NADH), 
bem como a XYL1.2 de S. passalidarum que também aceita os dois 
cofatores (Mamoori et al., 2013), muito provavelmente utilizam outros 
resíduos para a ligação do cofator NADH. Por outro lado, é importante 
salientar que a aldo/ceto redutase clonada de S. arborariae, com 
especificidade desconhecida, tem um diferente aminoácido (Leu 
substituído por Ile) nesta região. 
Como mostrado acima na Figura 7, as linhagens das leveduras 
S. roraimanenses, S. suhii e S. brasilienses apresentam atividade para 
xilose redutase dependente exclusivamente de NADPH. Ao 
compararmos as sequências de S. roraimanenses e S. arborariae, vemos 
a diferença de somente dois aminoácidos, tratando-se da troca de um 
aspartato (Asp29) em S. roraimanenses pelo glutamato (Glu29) em S. 
arborariae, e do aminoácido arginina (Arg60) de S. roraimanenses pela 
lisina (Lys60) em S. arborariae (marcados com caixa verde na Figura 
20). Apesar desta mínima diferença, a atividade xilose redutase destas 
duas leveduras difere consideravelmente. Este resultado sugere que estes 
dois aminoácidos podem exercer grande diferença em relação a 
dependência desta enzima pelos substratos NADPH e NADH, 
principalmente se considerarmos que também encontramos uma lisina 
(Lys59) na xilose reductase XYL1.2 clonada de S. passalidarum, cuja 
atividade aceita também os dois substratos (Mamoori et al., 2013). O 
resíduo de aminoácido na posição 29 não se mostrou conservado entre 
as XRs analisadas, sendo um ácido glutâmico na enzima de S. 
arborariae, e uma glutamina na xilose reductase XYL1.2 de S. 
passalidarum. Vale ressaltar que os aminoácidos Asp29 e Arg60 se 
encontram conservados nas XRs clonadas de S. passalidarum, cuja 
atividade é NADPH-dependente. 
Considerando os aminoácidos Ile4, Ser97, Ile188, Tre246 e Ser289, 
conservados em todas as XR dependentes de NADPH analisadas neste 
trabalho (Figura 20), vemos que estes não se encontram conservados nos 
genes XYL1.2 de S. passalidarum (Figura 20) e no gene anotado como 
XR na espécie S. gorwiae (dados não mostrados), sendo estes 
substituidos por resíduos de aminoácidos maiores e/ou mais hidrofílicos. 
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Esses resíduos de aminoácidos possivelmente podem vir a contribuir 
para a atividade da enzima XR com o cofator NADH. 
De acordo com simulações de Molecular Docking, Wang et al. 
(2007) sugeriu que a fenda de ligação da XR de S. stipitis para NADH é 
formada por 16 resíduos, dos quais Glu223 e Phe236 contribui com mais 
de uma ponte de hidrogênio, enquanto que a fenda de ligação da XR 
para NADPH é também formada pelos mesmos 16 resíduos, dos quais 
Lys21 e Phe236 são os fortes contribuídores para a ligação de hidrogênio, 
formando duas pontes de hidrogênios de cada resíduo com o cofator. 
Este resíduo glutamina (Glu223) é conservado em muitas XRs que 
utilizam NADH, e a deleção deste aminoácido por mutação produz uma 
XR estritamente dependente de NADPH (Khattab et al., 2011).  
Na Figura 20, o resíduo Phe236 (marcado com caixa amarela na 
Figura 20) está presentes nos genes das XRs de S. passalidarum, S. 
arborariae e S. stiptis. Esta semelhança não é vista em C. parapsilosis 
(Lee et al., 2003), visto que o resíduo Leu236 substitui o resíduo Phe236. 
O resíduo Glu223 e Lys21 são conservados em todas as XR analisadas 
neste estudo, enquanto que na sequência da putativa aldo/ceto redutase 
de S. arborariae também faltam os resíduos conservados Lys21, Phe236 e 
Glu223, e pode explicar o porquê de não ser detectado nenhuma atividade 
de XR, quando este gene foi expresso em S. cerevisiae.  
Outros estudos mostram que os domínios conservados Glu227, 
Lys274 e Asn276 de Candida tenuis e Glu224, Lys271 e Asn273 de 
Talaromyces emersonii, são os principais resíduos que mantém contato 
com as coenzimas, sendo que mutações nestes resíduos podem melhorar 
a preferência da enzima tanto por NADPH como por NADH 
(Petschacher et al., 2005; Fernandes et al., 2009).  
Todas as XRs sequênciadas neste estudo mostraram que os 
aminoácidos lisina (Lys269), asparagina (Asn271) e arginina (Arg275), se 
encontram nas suas respectivas posições conservadas. Ao analisarmos 
os genes XYL1.2 de S. passalidarum e XYL1 de C. parapsilopsis, vemos 
que enquanto esses três aminoácidos se encontram também conservados 
em C. parapsilosis, existe a substituição da asparagina pelo aspartato na 
posição 270 da xilose reductase XYL1.2 de S. passalidarum, indicando 
então que provavelmente o resíduo do aminoácido aspartato (Asp270), 
que se encontra após o motivo IPKS, também esteja relacionado com a 
melhor utilização de NADH pela enzima XYL1.2 de S. passalidarum 
(Mamoori et al., 2013). 
Obtivemos também sucesso na clonagem e expressão em S. 
cerevisiae da enzima xilitol desidrogenase de S. passalidarum, cuja 
sequência de 362 aminoácidos foi obtida a partir do genoma já 
79 
conhecido de S. passalidarum (Wohlbach et al., 2011). Esta XDH 
expressa em S. cerevisiae exibiu alta atividade e estrita dependência ao 
cofator NAD+, condizente com os resultados da atividade xilitol 
desidrogenase encontrada nas várias espécies de Spathaspora (Figura 7 
acima). No entanto, uma análise do genoma das leveduras Spathaspora 
realizado recentemente por Cadete e colaboradores (genes depositados 
no NCBI) revelou que S. passalidarum possui dois genes putativos para 
a enzima XDH: um gene que codifica para uma proteína de 364 
aminoácidos que passou a ser denominada XYL2.1, e a enzima que foi 
clonada e expresssa no presente trabalho (362 aa) que foi denominada 
XYL2.2. É importante salientar que recentemente o gene XYL2.1 foi 
clonado e expresso em S. cerevisiae, revelando uma XDH também 
NAD+-dependente (Mamoori et al., 2014). 
Segundo Lopes et al. (2016), dentro do clado Spathaspora tem 
algumas leveduras que apresentam dois genes (XYL2.1 e XYL2.2) para a 
XDH, incluindo as espécies S. girioi, S. passalidarum e S. arborariae, 
enquanto que outras leveduras aparentemente contêm somente uma 
única cópia (XYL2) no seu genoma, como as espécies S. hagerdaliae e S. 
gorwiae. No entanto, nós não identificamos nenhuma sequência com 
significativa similaridade a XDH no genoma anotado de S. arborariae 
disponível no NCBI (Lobo et el., 2014). As enzimas xilitol 
desidrogenases codificadas pelos genes XYL2 e XYL2.1 são altamente 
conservadas entre as espécies Spathaspora, com identidade de proteínas 
entre 84% a 96%. A segunda xilitol desidrogenase (codificada por 
XYL2.2), difere em 20 aminoácidos quando sua sequência é comparada 
às enzimas codificadas por XYL2 e XYL2.1 das outras espécies de 
Spathaspora (Lopes et al., 2016). 
 A Figura 21 mostra a comparação filogenética da proteína 
XDH clonada e expressa em S. cerevisiae, obtida no presente trabalho a 
partir da linhagem S. passalidarum HMD 16.2, com as sequências de 
XDHs obtidas no banco de dados do NCBI, incluindo as enzimas 
presentes em K. marxianus (Lulu et al., 2013), D. hansenii, C. tenuis 
(Wholbach et al., 2011), C. tropicalis, S. stiptis, e várias XDH putativas 
de espécies do clado Spathaspora. A XDH clonada da linhagem de S. 
passalidarum HMD 16.2 apresenta uma identidade de 98% com a XR 
codificada pelo gene XYL2.2, e é próxima também à XDH codificada 
pelo gene XYL2.2 de S. girioi (identidade de 91% com a XDH de S. 
passalidarum HMD 16.2). Em um outro agrupamento temos as 
sequências das xilitol desidrogenases codificadas pelos genes XYL2 de 
S. gorwiae e S. hagerdaliae, e XYL2.1 de S. girioi e S. passalidarum, 
com 78%, 78%, 81% e 83% de identidade. Mais distantes, temos as 
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sequências de S. stiptis, C. tropicalis, D. hansenii e K. marxianus com 
identidades de 77%, 71%, 69% e 51%, respectivamente, ao gene 





Figura 22.  Filograma das sequências de xilitol desidrogenase de K. 
marxianus, D. hansenii, C. tenuis, C. tropicalis, S. stiptis, S. passalidarum 
(incluindo aa clonada a partir da linhagem HMD 16.2), e de outras espécies 
do clado Spathaspora. 
 
A Figura 22 mostra o alinhamento das sequências de 
aminoácidos das xilitol desidrogenases da levedura S. passalidarum 
clonada e sequenciada neste trabalho, com as sequências anotadas e 
obtidas pelo banco de dados NCBI das leveduras D. hansenii (Dujon et 
al., 2004), C. tropicalis (Boontham et al., 2012), S. stiptis (Jeffries et al., 
2007) e S. passalidarum (XYL2.1 e XYL2.2) (Wohlbach et al., 2011). 
Todas as sequências mostram os aminoácidos Cys41, His66 e Glu67 
conservados (marcado com caixa preta na Figura 21) que compõem um 





Figura 23. Alinhamento das sequências de XDHs de D. hansenii, C. 
tropicalis, S. stiptis, S. passalidarum HMD 16.2 e S. passalidarum (XYL2.1 e 
XYL2.2). Os aminoácidos estão representados nas cores de acordo com a 
classificação: ácido, azul; basico rosa; hidrofóbico, vermelho; hidrofílico, 
verde. As posições dos aminoácidos que compõem o sítio catalítico, sítio 
ligante do segundo átomo de zinco, fenda do tipo Rossman e o sítio de 
reconhecimento da enzima, estão enquadrados em preto, vermelho, 




Além disso, nestas sequências é possível visualizar a presença 
da fenda tipo Rossmann (Gly-X-Gly-X-X-Gly, marcado com caixa 
amarela na Figura 22), envolvido na ligação da coenzima. Os resíduos 
dos aminoácidos Asp207, Val208, Phe209 e Asn210 (marcado com caixa 
roxa na Figura 22), presentes na sequência de XDH de S. passalidarum 
HMD 16.2 deste trabalho, são análogos aos resíduos dos aminoácidos 
Asp208, Ile209, Phe210 e Asn212, de S. stiptis, e muito provavelmente 
compõem o sítio de reconhecimento da coenzima (Watanabe et al., 
2005), sendo a Asp207, o aminoácido conservado que poderia ligar o 2’ e 
3’ do grupo hidroxil do NAD+ na sua metade ribosil, partilhando a 
especificade pelo NAD+. De fato, com o intuito de eliminar a interação 
da ponte de hidrogênio entre o grupo 2’-OH e NAD+ e introduzir a 
interação com NADP+ e o grupo fosfato, Metzger and Hollenberg 
(1995), modificou a enzima XDH de S. stiptis, com as mutações 
(D207G) e (D207G/D210G). Estes mutantes exibiram nenhuma 
modificação em relação a NADP+, no entanto, em relação ao cofator 
NAD+, apresentaram uma diminuição de 11 vezes na afinidade da 
enzima a coenzima, comparada com a linhagem parental. 
Conforme demonstrado por Watanabe et al (2005) e Biswas et 
al. (2013), a presença do segundo átomo de zinco, que mostra ter um 
papel estrutural e de estabilidade térmica, é composto por resíduos de 
cisteínas, nas posições Cys96, Cys99 e Cys102. Na Figura 22, é possível 
visualizar também, que os aminoácidos nestas respectivas posições da 
enzima XDH de S. passalidarum HMD 16.2, são compostos por Ser96, 
Ser99 e Tyr102 (circulado em vermelho), tal fato se mostra consonante 
com a literatura, visto que esses aminoácidos Cys, presentes em muitos 
membros da família MDR, não são conservados em XDHs de leveduras, 
sugerindo que este segundo átomo de zinco pode ter sido perdido ao 
longo da evolução (Person et al., 2013). 
Um número considerável de linhagens de S. cerevisiae 
recombinantes contendo os genes heterólogos XR e XDH de S. stiptis 
tem sido descrita nos últimos anos (Matsushika et al., 2009; Ho et al., 
1998; Xiong et al.,2014; Konishi et al., 2015). Em diferentes linhagens 
de S. stipitis o Km para NADH é 3 a 15 vezes maior que o Km para 
NADPH (van Vleet and Jeffries 2009; Verduyn et al. 1985). Resultados 
semelhantes são encontrados na XR de C. shehatae clonada em E. coli, 
onde o Km da enzima com NADH (150 µM) foi superior à observada 
com NADPH, de 20 µM (Wang et al., 2007); Candida tropicalis, 45 
µMNADPH e 162 µMNADH (Zhang et al., 2009) e Candida tenuis, com Km 
de 5 µMNADPH e 25 µMNADH (Hacker et al., 1999). Resultados mais 
satisfatórios obtivemos com S. cerevisiae expressando a XR de S. 
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arborariae (AMY-4), já que a enzima apresentou igual ou maior 
afinidade para NADH (12,8 ± 2,8 µM), em relação a NADPH (26,1 ±11 
µM). Embora Mamoori et al. (2013) clonaram e expressaram a enzima 
XR de S. passalidarum em S. cerevisiae, codificada pelo gene XYL1.2, 
as atividades apresentadas foram de 1,55 e 0,48 U/[mg de proteína]-1 
utilizando NADH e NADPH, respectivamente. Entretando, estes autores 
não realizaram nenhuma caracterização cinética detalhada desta enzima. 
A afinidade pela xilose utilizando NADPH das linhagens de S. 
cerevisae recombinantes descritas neste estudo (AMY-2, AMY-3 e 
AMY-4), se assemelham com os Km de XRs de S. stiptis, C. tropicalis, 
C. tenuis, obtidas através de expressão heteróloga em S. cerevisiae 
(Verduyn et al. 1985; Zhang et al., 2009; Hacker et al., 1999). 
Entretanto, considerando a afinidade por xilose utilizando NADH na S. 
cerevisae AMY-4 (Km de 29 ± 13 mM), vemos que esta apresenta 
afinidade superior à de C. shehatae (Km de 160 mM) (Wang et al., 2007) 
e semelhante à de C. parapsilosis (Km de 31 mM) (Lee et al., 2003).  
A enzima xilitol desidrogenase da levedura S. passalidarum 
clonada e expressa em S. cerevisiae neste trabalho (linhagem AMY-5), 
codificada pelo gene XYL2.2, revelou uma enzima com atividade de 
2,20 U/[mg de proteína] com somente o cofator NAD+, o que se 
assemelha com a maioria das XDH das espécies de levedura descritas na 
literatura (Rizzi et al., 1988; Watanabe et al., 2005; Ko et al., 2006; 
Biswas et a., 2013), mas difere da XDH da espécie K. marxianus, com 
uma atividade utilizando NADP+ 145 vezes menor do que a enzima 
utilizando NAD+ (Lulu et al., 2013). Mamoori et al. (2014) mostrou 
dados semelhantes ao clonar e expressar a enzima xilitol desidrogenase 
de S. passalidarum em S. cerevisiae, codificada pelo gene XYL2.1, 
utilizando um promotor e terminador constitutivo TDH3, com uma 
atividade enzimática de 2,32 U/[mg de proteína]-1 com o cofator NAD+ 
e nenhuma atividade utilizando o cofator NADP+. 
Trabalhos de clonagem e expressão em S. cerevisiae da enzima 
xilitol desidrogenase de diferentes espécies, como S. stiptis, C. 
tropicalis, ou D. hansenii, mostram que sua afinidade pelo cofator 
NAD+ (160-910 µM) e xilitol (12- 24 mM) são de baixa afinidade (Rizzi 
et al., 1988; Watanabe et al., 2005; Ko et al., 2006; Biswas et a., 2013). 
Estes resultados se mostram consoantes com os obtidos pela linhagem 
transformante S. cerevisiae AMY-5, que revelou uma enzima de baixa 
afinidade tanto pelo xilitol (86 ± 13 mM) quanto pelo NAD+ (521,2 ± 
155 µM). É interessante ressaltar que as XDHs de S. passalidarum 
selvagens apresentam maiores atividades, quando comparadas as 
atividades de XDHs de outras espécies (Figura 7), uma característica 
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interessante visto que atividades maiores de XDHs permitem melhores 
desempenhos nas fermentações de xilose.  
Analisando as sequências de aminoácidos das enzimas XR e 
XDH e suas respectivas cinéticas e atividades, é possível notar que 
enquanto muitas vezes uma mudança de até 50% em sua cadeia as 
XDHs ainda mantêm muitas das propriedades cinéticas, enquanto uma 
mínima variação na sequencia de aminoácidos determina uma grande 
diferença em XRs. A significativa identidade de 52% da sequência 
obtida pela anotação automática com uma aldo-ceto redutase de S. 
arborariae, não foi suficiente para determinar atividade de XR. Em 
contrapartida, a sequência anotada como XDH de K. marxianus (Lulu et 
al., 2013), apresentou identidade de 51% com a XDH de S. 
passalidarum identificada neste trabalho, onde ambas apresentaram 
atividades e algumas propriedades cinéticas semelhantes. 
Os crescimentos das linhagens de S. cerevisiae recombinantes 
AMY 2-6 e AMY 4-6 (expressando a XR de S. arborariae e XDH de S. 
passalidarum, ou a XR e XDH de S. passalidarum, respectivamente) em 
meio sintético com 20 g/L de xilose, mostraram uma grande fase lag, 
sendo que as linhagens contendo a XR de S. passalidarum entraram na 
fase exponencial somente depois de 50 horas, enquanto que a linhagem 
contendo a XR de S. arborariae, depois de 24 horas. Agnolo (2014) e 
Fujitomi et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes com os genes 
do metabolismo da xilose (XR, XDH e XK de S. stiptis) expressos em 
linhagens de laboratório ou indústriais de S. cerevisiae. Nas 
fermentações em batelada simples de xilose com maiores densidades 
celulares, a xilose passa a ser consumida mais rapidamente, sendo a 
xilose consumida quase totalmente em 20 horas. Novamente, resultados 
semelhantes foram observados em fermentações em batelada em xilose, 
por Agnolo (2014) e Fujitomi et al. (2012), onde a xilose foi quase 
totalmente consumida em 30 horas. No entanto, a quantidade de etanol 
produzida durante o consumo de xilose foi muito baixa, indicando que 
está ocorrendo metabolismo aeróbico do açúcar com priorização da 
formação de biomassa. 
Quando a glicose estava presente no meio durante as co-
fermentações, o nível de consumo de xilose caiu 20-37%, comparando 
com as fermentações contendo somente xilose como fonte de carbono. 
Isto provavelmente acontece, devido a competição entre os dois 
açúcares pelo mesmos transportadores durante a co-fermentação 
(Gonçalves et al., 2014). Outra provável explicação é a repressão 
exercida pelo Mig1, um importante e essencial fator de transcrição para 
o processo de repressão catabólica. Na presença de altos níveis de 
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glicose, Mig1 rapidamente move-se do citoplasma para o núcleo e se 
liga a promotores de genes reprimidos pela glicose, e quando as células 
são privadas de glicose, Mig1 é transportado de volta ao citoplasma, não 
mais exercendo a repressão pela glicose (Rolland et al., 2002). 
Considerando nossos resultados, a linhagem S. cerevisiae AMY 
4-6 (que expressa a XR de S. arborariae e a XDH de S. passalidarum), 
exibiu melhor desempenho em co-fermentar glicose e xilose, em relação 
as outras duas linhagens recombinantes desenvolvidas deste estudo, pois 
esta levedura foi capaz de consumir 37% da xilose presente no meio, 
enquanto ainda consumia glicose. Este feito surpreende, visto que em 
outros trabalhos este consumo simultâneo de glicose e xilose não é 
observado em proporções semelhantes (Xiong et al., 2011; Xiong et al., 
2014; Konishi et al., 2015). Embora a produção volumétrica máxima de 
etanol da S. cerevisae AMY 4-6 tenha sido também mais expressiva em 
relação as outras duas linhagens, muito possivelmente os carbonos 
provenientes da metabolização da xilose, foram direcionados em sua 
grande parte para a produção de xilitol. Em relação aos produtos obtidos 
nas fermentações, vemos um considerável aumento de ácido acético 
quando estas linhagens transformantes passam a co-fermentar glicose e 
xilose. Uma possível explicação seria a regeneração de NADPH, através 
da conversão de xilose a xilitol, gerando NADP+ para a metabolização 
de acetaldeído para ácido acético e com isso desviando os carbonos da 
produção de etanol. Neste contexto, é sugerido deletar o gene ALD6 
para reduzir a produção de ácido acético pelas leveduras (Jo et al., 
2016). 
Outro fato observado nas fermentações contendo glicose e 
xilose, foi o aumento da produção de xilitol, quando comparado com as 
fermentações em batelada contendo apenas xilose. Resultados 
semelhantes foram observados em Xiong et al. (2014) e isto se deve ao 
fato que durante a fase de fermentação da glicose, o oxigênio foi 
consumido rapidamente e um excesso de NADH foi acumulado, 
acarretando em maior produção de xilitol durante a fase de fermentação 
de xilose. Da mesma forma, o glicerol produzido em pequenas 
quantidades nas co-fermentações contendo glicose e xilose, não foi 
observado em fermentações contendo xilose, visto que nenhum excesso 
de NADH poderia ser utilizado para a produção de glicerol. 
Embora todas as análises enzimáticas e cinéticas das enzimas 
XR e XDH clonadas tenham sido caracterizadas sob a forte expressão 
mediada pelo promotor do gene PGK1, para fins comparativos, no 
momento em que estas duas enzimas foram inseridas juntas na levedura 
S. cerevisiae, o vetor de expressão pPGK, foi utilizado para a expressão 
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da XR, enquanto o vetor de expressão pTEF foi utilizado para a 
expressão da XDH. Mesmo o vetor pTEF ter um promotor que promove 
forte expressão, a expressão deste é considerada bastante inferior, 
quando comparado aos vetores pGPD e pPGK, por exemplo (Mumberg 
et al., 1995; Matshushika et al., 2008). Podemos comprovar este fato, 
considerando as atividades da enzima XDH de S. passalidarum clonada 
e expressa em S. cerevisiae deste trabalho, onde as análises da enzima 
mostram que enquanto a atividade desta enzima para a linhagem 
transformante AMY-5, sob a expressão do promotor PGK foi de 2,2 
U/[mg proteína]-1, as atividades XDH das linhagens AMY 2-6, AMY 3-
6 e AMY 4-6, sob a expressão do promotor TEF foram por volta 0,35 
U/[mg proteína]. Considerando a relação XR/XDH, vimos que enquanto 
estas enzimas estavam sob a forte expressão do promotor PGK, essa 
relação variou entre 1,2- 2, enquanto que quando a enzima XDH estava 
sob a expressão do promotor TEF, a relação XR/XDH aumentou 
consideravelmente para valores entre 7,7 a 9,4. 
Enquanto a mudança da preferência pelo cofator das enzimas 
XR e XDH é um pré-requisito para se evitar o desbalanço de cofatores e 
com isso o aumento na produtividade de etanol, Tamakawa et al. (2013) 
sugere que a razão das atividades dessas enzimas poderia ser balanceada 
também para promover a melhora do fluxo metabólico da xilose. Kim et 
al. (2012) demonstraram que a baixa expressão da enzima XDH, em 
relação a enzima XR, foi necessária para o aumento do acúmulo de 
xilitol e dimuição da produção de etanol. A análise de vários níveis de 
expressão das enzimas XR, XDH e XK, também demonstrou que a 
melhora na produção de etanol, assim como a diminuição da 
produtividade de xilitol, deve-se uma alta razão XDH/XR (Tamakawa et 
al., 2013). 
Da mesma forma, Konishi et al. (2015) ao sobre-expressar o 
gene GRE3, SOR1 (um gene análogo ao gene SsXYL2, presente em S. 
cerevisiae) e XKS1 na levedura de laboratório S. cerevisiae CENPK 2-
1C, cuja atividade AR/XDH foi de 0,16, demonstrou considerável 
produção de etanol a partir de 58,5% de xilose consumido. Outro estudo 
mostrou que a sobre-expressão do gene que codifica uma aldose 
redutase (GRE3), juntamente com a expressão heteróloga dos genes 
XYL2 e XYL3 de S. stiptis em S. cerevisiae, produziu rápido consumo de 
xilose e maior produção de etanol, quando comparou esta mesma 
linhagem expressando os 3 genes do metabolismo da xilose (XYL1; 
XYL2 e XYL3) de S. stiptis. Esses resultados sugerem que o desbalanço 
redox causado pela diferença de cofatores entre XR e XDH, pode não 
ser a única limitação pela S. cerevisae modificada e que a sua lenta 
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assimilação de xilose pode não ser primariamente causada pelo 
desbalanço redox e sim pela baixa produção de ATP durante a 
fermentação de xilose e aumento da relação XR/XDH (Kim et al., 
2013).  
Em um recente estudo, Lopes et al. (2016) demonstrou que a 
levedura S. girioi, cujas atividades de XR e XDH foram de 0,94 U/[mg 
proteína] e 0,19 U/[mg proteína], respectivamente, produziu altos níveis 
de xilitol (10,8 g/L e 16,5 g/L) em fermentações em meios contendo 
xilose e xilose/glicose, respectivamente. Embora Matsushika & 
Sawayama (2011), demonstre com seus resultados que a alta razão 
XR/XDH aumente o consumo de xilose e a produção de etanol, cabe 
ressaltar que a linhagem utilizada com baixa razão de XR/XDH neste 
trabalho, apresentou níveis de expressão muito baixos (0,05 U/[mg 
proteína]) de XR, o que de fato prejudicaria o consumo de xilose. 
Igualmente, Matsushika & Sawayama (2008), demonstraram que a alta 
razão de XR/XDH aumenta a produção de etanol e diminui a produção 
de xilitol, quando a atividade de XK encontra-se moderada, porém, 
quando a atividade de XK encontra-se aumentada, a dimuição de xilitol 
ocorrerá com a dimuição da razão XR/XDH. É necessário salientar que 
em todas essas linhagens transformantes a atividade de XDH foi 
superior a atividade de XR (Matsushika & Sawayama, 2008; Matsushika 
& Sawayama, 2011). 
Estudos referentes a expressão do gene XYL3 e atividade da 
enzima xilulocinase, mostram que para que a levedura S. cerevisiae 
tenha condições ótimas de produção de etanol e crescimento em xilose, 
seria necessária a expressão moderada de XYL3, via seu próprio 
promotor (Jin et al., 2003; Matsushika et al., 2008). Esta condição se 
torna necessária possivelmente pela depleção de ATP, causada pelo 
aumento da fosforilação pela enzima, acarretando na diminuição da 
captação de xilose (Toivari et al., 2001; Johansson et al., 2001). Neste 
estudo, embora a atividade da enzima xilulocinase não tenha sido 
determinada, esta está sob a expressão do promotor ADH1, considerado 
de expressão moderada (Mumberg et al., 1995).  
Apesar da baixa quantidade de etanol produzida pelas linhagens 
transformantes deste estudo poder ser atribuída a diferenças de 
expressão entre XR e XDH, vale lembrar, que a robustez superior das 
linhagens industriais melhoram a produção de etanol, em relação as 
leveduras de laboratório. Este feito pôde ser demonstrado por Konishi et 
al. (2015), ao comparar a produtividade de etanol da levedura S. 
cerevisiae CENPK2-1C, com uma linhagem industrial. Portanto, seria 
interessante avaliar as enzimas clonadas no presente trabalho em 
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linhagens industriais de S. cerevisiae. 
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6 CONCLUSÕES  
O presente trabalho buscou identificar e caracterizar, através de 
expressão heteróloga em S. cerevisiae, as enzimas do metabolismo da 
xilose (xilose redutase e xilitol desidrogenase), das novas espécies de 
leveduras brasileiras, S. arborariae e S. passalidarum, isoladas de 
madeira em decomposição, com o intuito de viabilizar um melhor 
consumo de xilose e produção de etanol. Dentre os parâmetros avaliados 
foi possível concluir: 
- Utilizando-se do genoma sequênciado da S. arborariae e 
análises do banco de dados NCBI, foi possível observar que enquanto a 
levedura S. passalidarum possuí duas ORFs codantes para as enzimas 
xilose redutases e xilitol desidrogenase, com propriedades cinéticas 
distintas, a levedura S. arborariae possuí somente uma ORF para a XR. 
- A clonagem e expressão da enzima xilose redutase a partir de 
S. arborariae em S. cerevisiae demonstrou uma enzima com atividade 
semelhante à presente nesta levedura para ambos os cofatores, NADPH 
e NADH. A clonagem e expressão da enzima xilitol desidrogenase de S. 
passalidarum, revelou uma enzima exibindo alta atividade e estrita 
dependência ao cofator NAD+. 
- Embora o domínio que revela afinidade da xilose redutase 
com os cofatores mais bem entendido (o domínio IPKS) seja importante, 
o gene clonado de S. arborariae muito provavelmente utiliza outros 
resíduos para a ligação do cofator NADH, como o Glu29 e Lys60, uma 
vez que a diferença entre esses dois aminoácidos determina uma grande 
diferença na atividade desta enzima de S. arborariae em relação à 
enzima de S. roraimenenses, que é NADPH-dependente A presença do 
aminoácido Lys59, além do Asp29 não se mostrar conservado na ORF 
XYL1.2 anotada de S. passalidarum, cuja atividade com NADH já foi 
verificada, também reforçam essa conclusão. 
- Considerando as expressões heterólogas em S. cerevsiae de 
XRs provenientes das leveduras S. stiptis, C. shehatae, C. tropicalis e C. 
tenuis descritos na literatura, resultados mais satisfatórios obtivemos 
com S. cerevisiae expressando XR de S. arborariae (AMY-4), em 
relação a afinidade da enzima com o cofator NADH. Da mesma forma, a 
afinidade da XR de S. arborariae pela xilose utilizando NADH 
apresentou afinidade superior, quando comparada com a XR de C. 
shehatae, e semelhantes à XR de C. parapsilopsis.  
- A linhagem de laboratório S. cerevisiae CENPK 2-1C, a qual 
demonstrou ser incapaz de crescer em xilose, quando teve as enzimas do 
metabolismo da xilose expressas (XR, XDH e XK), exibiu crescimento 
90 
 
em xilose com uma grande fase lag, porém consumindo entre 80-92% da 
xilose do meio. 
- As linhagens transformantes (AMY 2-6; AMY 3-6; AMY 4-6) 
expressando a enzima XR, sob o promotor PGK e a enzima XDH, sob o 
promotor TEF, além da sua XK sobre-expressa, exibiu considerável 
produção de xilitol e baixa produção de etanol.  
- Embora as linhagens transformantes tenham produzido pouco 
etanol, estas linhagens foram capazes de consumir xilose rapidamente e 
em sua totalidade, em fermentações em batelada contendo xilose como 
única fonte de carbono. 
- Em fermentações contendo xilose e glicose, as linhagens 
transformantes foram capazes de consumir xilose, enquanto ainda 
consumiam glicose, porém a linhagem AMY 4-6 exibiu melhor 
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